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The Laryngoscope

Instructions for Contributors

Mission Statement and Scope

The Laryngoscope is an international peer-reviewed periodical dedicated to the
advancement of patient care in otolaryngology—head and neck surgery. As such, The
Laryngoscope publishes original articles relating to the clinical and basic science
aspects of otolaryngology—head and neck surgery. The Laryngoscope reserves the
right to exclusive publication of all accepted manuscripts, and will not consider any
manuscript previously published or under review by another publication. Once accepted
for review, the manuscript must not be submitted elsewhere. Unethical publishing such
as plagiarism, undisclosed conflicts of interest, inappropriate authorship, and duplicate
publication are forbidden. This includes publication in a non-otolaryngologic journal or in
another language. In case of doubt, disclosure is essential and the editor is available for
consultation. Transfer of copyright to The Laryngoscope is a prerequisite of publication.
All authors must sign the copyright transfer form. (This does not preclude publication of
abstracts in the transactions or proceedings of the various societies.)

Authors must disclose any financial relationship at the time of submission and must be
updated by the authors prior to the time of publication. Information that could be
perceived as potential conflict of interest must be stated, including personal
relationships, interests, and affiliations over the past three years. This information
includes, but is not limited to, grants or funding, employment, affiliations, patents,
inventions, honoraria, consultancies, royalties, stock options/ownership, or expert
testimony.

Manuscripts are subject to peer review and revision may be required as a condition of
acceptance. These instructions apply to all submissions.

Manuscripts reporting original scientific investigation, both basic science and clinical
reports, are encouraged to use the manuscript format described below. In addition to
full-length original manuscripts, The Laryngoscope will consider for publication
Contemporary Reviews, Scientific Reviews, Rapid Communications, Case Reports,
Letters to the Editor, and “How | Do It” submissions.

Contemporary Review manuscripts should review topics of contemporary interest and
importance, and ideally should address controversial issues by expressing both sides of
the controversy. The review should emphasize the best evidence currently available. We
especially invite collaborative efforts by authors representing different points of view.

Scientific Review manuscripts should address contemporary topics in otolaryngology—
head and neck surgery that are controversial or in a state of rapid flux. The review
should be comprehensive and authoritative as reflected by a contemporary bibliography.
The manuscript format should conform to the format described below (see Manuscript
Preparation) for original scientific manuscripts.

Rapid Communications report information of importance to otolaryngology—head and

neck surgery not suitable for presentation as a full-length manuscript. Rapid

Instructions for Authors—The Laryngoscope
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Communications should be limited to three double-spaced typewritten pages. An
abstract and references are not required.

Case Reports describes encounters with one or several patients with unique or unusual
clinical situations. The key to an acceptable Case Report is the identification of a clinical
pearl or clinical wisdom that could benefit future patients. Case Reports should be
limited to four double-spaced typewritten pages and no more than eight references. An
abbreviated abstract limited to less than 100 words that captures the essential value of
the Case Report should be included.

Letters to the Editor should be directed to the Editor regarding manuscripts previously
published in which significant scientific controversy exists. Letters to the Editor deemed
appropriate for publication will be submitted to the author(s) of the manuscript of interest
comment. Letters to the Editor should be limited to three double-spaced type written
pages including references.

“How | Do It” submissions report innovative solutions to clinical problems. Originality
and quality of illustrations (when appropriate) are essential ingredients. “How | Do It
manuscripts should have a clear practical value and be no more than four double-
spaced typewritten pages. No abstract is required.

Authorship Criteria and Responsibility

The Laryngoscope insists that all authors are truly qualified to be listed as such. Others
who have contributed to the work but are not qualified to be authors should be
“acknowledged” at the end of the article.

Authorship credit is based only on having made a substantial contribution to the
published work by virtue of meeting all the following three criteria:

1. Conception and design of project or analysis of the manuscript data;

2. Drafting or critically revising the content of the manuscript submitted for
publication, and;

3. Giving final approval of the version to be published.

All three criteria must be met for an individual to be listed as an author or co-author on a
published paper.

Please note that other criteria, which do not qualify an individual for “author status,”
include the following:

1. Supplying funding or other resources;

2. Collecting data (only);

3. General supervision of the research group, and;
4. Being departmental chair or division chief.

Special Approval

Manuscripts that include information obtained from human or animal research must
include (in the text or an appropriate footnote) verification of the review and approval of
the appropriate institutional research oversight committee for the work that is reported.

Instructions for Authors—The Laryngoscope
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Preparation of Manuscript

Original scientific manuscripts and review articles that do not adhere to the following
instructions will be returned to the corresponding author for technical revision before
undergoing peer review. PLEASE NOTE: if you are not listed in the system as the
“Corresponding Author,” the submission will not show up in your queue for approval.

Manuscript Submission
Until August 27™, 2008 Authors are to submit their manuscripts through the Web-based
tracking system at https://Iscope.edmgr.com

Starting August 27", 2008 Authors must submit their manuscripts online through
http://mc.manuscriptcentral.com/Iscope

Manuscripts submitted online are received on the day of submission and quickly
assigned to reviewers. Through individual Author Centers on this website, authors can
view the status of their manuscripts as they progress through the review process.
Notification of the disposition of each manuscript will be sent by E-mail to the
corresponding author on the day of decision. To submit your manuscript online:

e (o to http://mc.manuscriptcentral.com/Iscope

e Click on the "Check for Existing Account" button at the bottom of the opening
page. If you do not already have an account, then create one by clicking on the
"Create an Account" button. You then will be able to submit your manuscript.

e Click on “Author Center.” Follow the on-screen instructions carefully. Submit the
complete manuscript with text (including references), tables, and figures as
separate files. You do not need to mail paper copies of your manuscript.

o At the end of a successful submission, you will see a confirmation screen with
your manuscript number, and you will receive a separate E-mail confirmation of
manuscript reception by the journal. If these two messages do not appear, then
go into your Author Center and make sure that you have clicked on the “Submit”
button or contact technical support at support@scholarone.com .

Manuscript format: The manuscript for the body of the text should not exceed 15
double-spaced typewritten pages. (Please see above additional requirements for Rapid
Communication, “How | Do It,” etc.)

The elements of a full-length article should be in the following sequence: Title Page,
Structured Abstract and Key Words, Text (Introduction, Materials and Methods, Results,
Discussion, Conclusion), Acknowledgment, References, Tables, and Figure Legends.
Each of these elements should begin on a new page, and each page should have a
short running title (see next section: Title Page).

Title pages:

A. Title page must be submitted as a separate file on the first page of the online
system. This should contain: article title (not to exceed 75 characters, including
spaces).

B. Title page must be submitted as part of your manuscript. This should contain:
article title (not to exceed 75 characters, including spaces); names of authors,
their degrees and affiliations (dept., institution, city, state, country); institution

Instructions for Authors—The Laryngoscope
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where the work was done (indicate which author is in which department); a short
running title of no more than 45 letters and spaces; source of financial support or
funding; and a footnote indicating the author to whom correspondence, reprint
requests, and proofs will be sent, with complete address (including e-mail
address and postal codes) and telephone and telefax numbers. If the paper was
presented at a meeting, give society name, city, state, country, and exact date
meeting was held.

The title page must also include disclosure of funding received for this work from any of
the following organizations: National Institutes of Health (NIH); Wellcome Trust; Howard
Hughes Medical Institute (HHMI); and other(s).

Structured abstract and key words: Limit the abstract to 250 words. Do not cite
references in the abstract. Limit the use of abbreviations and acronyms. Use the
following subheads: Objectives/Hypothesis, Study Design (randomized, prospective,
etc.), Methods, Results, and Conclusions.

Text: The text is to be divided into five sections with the following headings: Introduction,
Materials and Methods, Results, Discussion, and Conclusion. Define abbreviations at
first mention in text and in each table and figure. If a brand name is cited, supply the
manufacturer's name and address (city and state/country). The introduction should be
limited to two paragraphs of pertinent information. The discussion should not be an
exhaustive review of the literature; it should be succinct and limited to conclusions that
can be reached based on the results.

Abbreviations: Use generic names for drugs. List supplier of manufacturer for products
and instruments; include supplier's city and state (e.g., Glaxo Wellcome, Research
Triangle Park, NC). Audiograms must be plotted according to ISO standards and must
be in black and white. For commonly accepted abbreviations, consult Logan’'s Medical
and Scientific Abbreviations. Authors are encouraged to consult Dorland’ Illustrated
Medical Dictionary (28" Edition), American Medical Association Manual of Style, and
Council of Biology Editors Style Manual (available from the Council of Biology Editors,
9650 Rockville Pike, Bethesda, MD 20814, USA). The full term for which an abbreviation
stands should precede its first use unless it is a standard unit of measurement.

Style: Pattern manuscript style after the American Medical Association Manual of Style
(9™ Edition), Stedman’s Medical Dictionary (27" Edition) and Merriam Webster’s
Collegiate Dictionary (10" Edition) should be used as standard references. Refer to
drugs and therapeutic agents by their accepted generic or chemical names, and do not
abbreviate them. Use code numbers only when a generic name is not yet available. In
that case, supply the chemical name and a figure giving the chemical structure of the
drug. Capitalize the trade names of drugs and place them in parentheses after the
generic names. To comply with trademark law, include the name and location (city and
state in USA,; city and country outside USA) of the manufacturer of any drug, supply, or
equipment mentioned in the manuscript. Use the metric system to express the units of
measure and degrees Celsius to express temperatures, and Sl units rather than
conventional units.

Permissions: The author is responsible for obtaining written permission to reproduce
previously published material (direct quotations, unpublished data, tables, or figures)
from the copyright holder. Enclose all letters granting permission at the time the
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manuscript is submitted for publication. Any permissions fees that might be required by
the copyright owner are the responsibility of the authors requesting use for the borrowed
material, not the responsibility of the Triological Society or Wiley-Blackwell.
Photographs of recognizable persons must be accompanied by a signed release from
the patient. For a photograph of a minor, signed parental permission is required.

Internal Review: All authors are strongly encouraged to have their manuscripts
thoroughly and critically reviewed within their institution before submitting to The
Laryngoscope.

References: The authors are responsible for the accuracy of the references. The
Journal complies with the reference style given in “Uniform Requirements for
Manuscripts Submitted to Biomedical Journals” (available from The New England
Journal of Medicine, Bulk Reprints, 1440 Main Street, Waltham, MA 02154, USA; send
self-addressed stamped envelope). References are to be cited in numerical order in text
and identified by Arabic numerals set in superscript type. Authors will be charged $3.00
for each reference over 15. The reference section should be typed double-spaced at the
end of the text, following the sample formats given below. For abbreviations of journal
names, refer to List of Journals Indexed in Index Medicus (available from the
Superintendent of Documents, U.S. Government Printing Office, Washington, DC 20402,
USA; DHEW Publication No. (NIH) 91-267; ISSN 0093-3821).

Provide all authors’ names when fewer than seven; when seven or more, list the first
three and add et al. Provide article titles and inclusive pages. “Unpublished
observations” and “personal communications” do not qualify as references and should
be placed parenthetically in the text. Accuracy of reference data is the responsibility of
the author. Sample references are given below:

Journal article
1. Rand NS, Dawson JM, Juliao SF, et al. In vivo macrophase recruitment by murine
intervertebral disc cells. J Spinal Disord 2001; 14:339-342.

Book chapter

2. Todd VR. Visual information analysis: frame of reference for visual perception. In:
Kramer P, Hinojosa J, eds. Frames of Reference for Pediatric Occupational Therapy.
Philadelphia, PA: Lippincott Williams & Wilkins; 1999:205-256.

Entire book
3. Webster NR, Galley HF. Anaesthesia Science. Oxford, UK: Blackwell Publishing, Ltd.;
2006.

Software
4. Epi Info [computer program]. Version 6. Atlanta, GA: Centers for Disease Control and
Prevention; 1994.

Online journals

5. Friedman SA. Preeclampsia: a review of the role of prostaglandins. Obstet Gynecol
[serial online]. January 1988;71:22-37. Available from: BRS Information Technologies,
McLean, VA. Accessed December 15, 1990.
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Database
6. CANCERNET-PDQ [database online]. Bethesda, MD: National Cancer Institute; 1996.
Updated March 29, 1996.

Websites
7. Gostin LO. Drug use and HIV/AIDS [JAMA HIV/AIDS Web site]. June 1, 1996.
Available at: http://www.ama-assn.org/special/hiv/ethics. Accessed June 26, 1997.

Figures

Each figure must be identified individually and within the text of the manuscript. Black
and white illustrations will be published without charge. Authors will be charged for color
illustrations in print. Color illustrations online are free of charge. The Publisher will
provide, upon request, an estimate of the cost of color artwork.

Digital art needs to be created/scanned and saved and submitted as either a TIFF
(tagged image file format), an EPS (encapsulated postscript) file. PPT (Power Point) files
will also be accepted. Electronic photographs—radiographs, CT scans, and so on-and
scanned images must have a resolution of at least 300 dpi (dots per inch). Line art must
have a resolution of at least 1200 dpi. If fonts are used in the artwork, they must be
converted to paths or outlines or they must be embedded in the files. Color images must
be created/scanned and saved and submitted as CMYK files. If you do not have the
capability to create CMYK files, please disregard this step. Indicate in your cover letter
that you are unable to produce CMYK files. Cite figures consecutively in the text, and
number them in the order in which they are discussed.

Digital Art Checklist:

e Create and submit artwork in the actual size it will appear in the journal

e Crop out any extra white or black space surrounding the image
Text within figures should be in an acceptable font (Helvetica is preferred) and
sized consistently throughout the artwork using 8-12 point type

e Text within figures should be embedded in the file or converted to an outline or

path

For black and white images: create and save in grayscale format

For color files: create and save in CMYK format (not RGB)

For line art: save and submit at a resolution of at least 1200 dpi

For images/photographs: save and submit at a resolution of at least 300 dpi

For combination halftones: save and submit TIFF or EPS files. Do not select

“‘Save as Compressed TIFF” when saving files. PowerPoint files are also

acceptable

e Save each figure as a separate file and save them separate from the
accompanying text file(s). For multipanel or composite figures only: send as one
files with each part labeled the way it is to appear in print

e Name figures in the format: corresponding author’s last name_figure 1.1if, etc.

o Upload figures consecutively to the submission site.

Detailed Figure Instructions: Please refer to this website for detailed information on
digital figure preparation, and to check your figure instantly for printer compatibility:
http://rapidinspector.cadmus.com/Rapidlnspector/docs/index.html
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Figure legends: Each figure must be accompanied by an explanatory legend,
typewritten with double spacing (legends should be separate from the figures, but do not
use a separate sheet for each legend). They should be brief and specific, and they
should appear on a separate manuscript page after the references. Use scale markers in
the image for electron micrographs, and indicate the type of stain used. Explain all
symbols used in the figure.

Tables: Each table must be identified individually and within the text of the manuscript.
Do not include the same information in both tables and figures. Create tables using the
table creating and editing feature of your word processing software (e.g., Word,
WordPerfect). Do not use Excel or comparable spreadsheet programs. Group all tables
in a separate file. Tables should be typed neatly, each table on a separate sheet, with
the title above and any notes below. Explain all abbreviations. Tables should be
numbered consecutively beginning with Roman numeral |. A table must have at least
two columns. Lists are to be incorporated into the text. Each table should appear on a
separate page and should include the table title, appropriate column heads, and
explanatory legends (including definitions of any abbreviations used). Do not embed
tables within the body of the manuscript. They should be self-explanatory and should
supplement, rather than duplicate, the material in the text. Do not use patient initials in
tables. Patients should be referred to by sequential Arabic numerals, not by their initials.

Supporting Information (Supplementary Materials):

Authors may publish additional article-related materials online that complements and
reinforces information published in the print journal. Supplementary material posted
online is intended to enhance print article content, and may include figures, tables,
movies and animation.

All supplemental materials must be submitted with the original submission via
Manuscript Central for peer-review and be approved by the Editor in order to be
published online. Authors should reference the fact that they have supplied
supplemental data with their submission in their cover letter as well as designate the files
as Supplemental Files during upload.

There are no restrictions on file types of the data that you submit. Please keep in mind,
however, that the more universal the file type, the more accessible to the community.

Because all supplementary materials submitted for addition online are posted exactly as
provided to the Publisher, authors are advised to review materials carefully. Data will be
posted as it is submitted; it will not be professionally edited or proofread. No additional
work or file processing will be performed on any submission. The Publisher will not be
responsible for errors or omissions.

Audio and Video Files: Short audio and video clips may be submitted for posting online
as a .wav, .avi, .mov or .mpg file format. Audio and video files must be compressed to
the smallest possible size that still allows for high resolution and quality presentation.
The total size of all clips, along with other submitted files for any given article, should not
exceed 5MB. File size limitation is intended to ensure that end-users are able to
download and view files in a reasonable time frame. If files exceed the specified size
limitation, they will not be posted to online and returned to the author for re-submission.
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Submitting Revisions: If you have been invited to submit a revised manuscript, please
submit it online via your author center following instructions found there. When
submitting a revision, please submit both a clean copy and marked copy of the
manuscript. The marked copy should highlight all of the changes made the by authors
after the original review. Authors can use the track changes feature of the Microsoft
Word program to create a marked copy. Authors also should submit all tables and
figures in separate files for production purposes.

After Acceptance

Page proofs and corrections: Corresponding authors will receive will receive electronic
page proofs to check the copyedited and typeset article before publication. Portable
document format (PDF) files of the typeset pages and support documents (e.g., reprint
order form) will be sent to the corresponding author by e-mail. Complete instructions will
be provided with the e-mail for downloading and printing the files and for returning the
corrected pages to the Publisher. It is the author's responsibility to ensure that there are
no errors in the proofs. Changes that have been made to conform to journal style will
stand if they do not alter the authors' meaning. Only the most critical changes to the
accuracy of the content will be made. Changes that are stylistic or are a reworking of
previously accepted material will be disallowed. The Publisher reserves the right to deny
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Objectives: To analyze the presence and distribu-
tion of collagen fibers and versican in human vocal fold
lamina propria of fetal larynges.

Study Design: Cross sectional analysis of cadaveric
vocal folds of human fetuses.

Methods: Seven fetal larynges obtained from 28- to
36-week-old fetuses were analyzed with the Picrosirius-
polarization method, immunohistochemistry, and image
analysis.

Results: Collagen fibers within the lamina propria
exhibited a monolaminar distribution pattern and spatial
arrangement in “wicker basket.” Versican distribution
was larger in the superficial and intermediate layers
when compared to the deep layer.

Conclusion: Our findings suggest that collagen and
versican distribution and arrangement within the lamina
propria in the developing fetus are important for vocal-
ization at birth.

Key Words: Versican, collagen fibers, lamina pro-
pria, fetal larynx, immunohistochemical.
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INTRODUCTION

The lamina propria of human vocal folds is a specific
laminar tissue of great importance for vocal production, as
explained by the cover-body theory.! In adults, it is an
area found immediately below the epithelium and super-
ficially to the vocal muscle, composed by extracellular
matrix (ECM) proteins and few mesenchymal cells.2

ECM components have a major influence on organ
development, affecting replication, migration, differentia-
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tion, and functioning of body structures.? In vocal folds,
arrangement of the ECM also has a key impact on biome-
chanics of voice production.4 The fibrillar proteins colla-
gen and elastin are responsible for the lamina propria
fibrous framework. Proteoglycans and glycoproteins are
non-fibrillar proteins that fill the space between fibers.3
They frequently affect the viscosity, amount of fluid, thick-
ness of the lamina propria and, many times, the density
and size of collagen fibers.?

Proteoglycans represent a family of macromolecules
composed of a central protein and lateral chains of sul-
fated polysaccharides and glycosaminoglycans (GAGs) co-
valently bound.¢ The GAGs consist of a repeated structure
of sulfated disaccharides that are classified according to
their carbohydrate component.” Proteoglycans are in-
volved in the maintenance of biophysical properties of
various tissues and in biologic interactions that take part
in tissue hydric balance, vascular permeability, cell mi-
gration, proliferation, and differentiation.® Versican is a
large proteoglycan chondroitin sulfate that is present in
the adult human vocal fold, and it is one of the main
components in the extracellular matrix of the lamina
propria.>9.10

Collagen fibers have an important role on vocal phys-
iology, providing adequate tension and malleability. Melo
et al.’! described the distribution of collagen fibers in
three distinct layers and their “wicker-basket” arrange-
ment that is involved in vibration dynamics.

The lamina propria of the human vocal folds is de-
scribed since the 13th week of gestation2 and specific cells
in the macula flava are involved in the production of
ECM.13 In the fetus and newborn, no histologic distinct
layers and no defined vocal ligament are present.!4-17
However, there are scarce data on composition and ar-
rangement of the ECM components within the fetal vocal
fold. Such knowledge is important because fetal composi-
tion and arrangement of the ECM within the lamina pro-
pria may have an important role in the development of
phonation-induced tissue changes.5

Therefore, in this study our aim was to describe the
arrangement and composition within the fetal lamina
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propria of two major ECM components of the lamina
propria: versican and collagen.

METHODS

The study was approved by the Ethics Committee for Re-
search Project Analysis of the Clinical Board of the University of
Sao Paulo School of Medicine.

Human larynges were obtained from stillborn fetuses au-
topsied at the S&do Paulo Autopsy Service, University of Sao
Paulo. The larynges of seven fetuses (three females) were in-
cluded in the study, with a median age of 31 weeks, ranging from
28 to 36 weeks. Three fetuses were of the white race and four of
the black race. Fetuses presented no malformations and no mac-
roscopic abnormalities in the larynx. We have only included cases
autopsied within 24 hours after death and that were not macer-
ated. After those initial procedures, in bloc exeresis of the larynx
was performed and the right vocal fold was obtained from each
larynx and fixed in 10% formalin solution for 24 hours. After-
wards, 1- to 2-mm-thick coronal sections in relation to the vocal
fold were performed on the middle portion of the fold membra-
nous region, dehydrated in progressive alcoholic concentrations
and embedded in paraffin. Tissue blocks were submitted to 4-um-
thick histologic sections and hematoxylin and eosin (H&E)
stained for initial analysis.

For visualization of collagen fibers, slides were stained with
Sirius red as previously described.!! For the analysis of versican
expression, immunohistochemical reactions were carried out us-
ing monoclonal antihuman antibody large proteoglycan versican
(Seikagaku America, Inc., Ijamsville, MD). Briefly, sections were
incubated in 0.05 U/mL ABC chondroitinase solution (Sigma,
Oakville, ON, Canada), for 1 hour, at 37°C, and then incubated
with the primary antibody (1:500 dilution) in 1% BSA/PBS be-
tween 4°C and 8°C overnight. As secondary antibody, LSAB+Ap
(Dako, Carpinteria, CA) and Fast Red (Sigma, Steinhein, Ger-
many) were employed as chromogen. The slides were counter-
stained with Mayer’s hematoxilin. Incubation with PBS supple-
mented with 1% BSA instead of the primary antibody served as a
negative control.

For qualitative and quantitative analyses expression, we
divided lamina propria compartments according to the model
proposed by Butler et al.’® For collagen analysis, Sirius red was
analyzed with the polarization method.!®

Measurement of positive stained areas were performed by
image analysis using a system comprising of a light microscope
Leica DMR (Leica Microsystems Wetzlar Gmb H, Wetzlar, Ger-
many) connected to a computer through a video camera using the
software Image Pro Plus, version 4.1 (Media Cybernetics, Silver
Spring, MD). For each lamina propria compartment, three non-
overlapping areas at 400X magnification were analyzed, compris-
ing nine analyzed areas for each section. Results were expressed
as stained area/total area (um?um?).

Data were expressed as medians and ranges. Comparison of
stained areas within the three compartments was performed using
Friedman and Wilcoxon’s non-parametric statistical tests. All tests
were done in the SPSS software, version13.0 (SPSS Inc., Chicago,
IL), and P values lower than .05 were considered significant.

RESULTS

Collagen fibers were identified in the lamina propria
of fetal vocal fold under conventional and polarized light
(Fig. 1) with a “wicker basket” arrangement (Fig. 2). The
distribution of collagen fibers was homogeneous on all its
thicknesses, and there was no statistical difference
throughout its distribution among superficial (S), inter-
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Fig. 1. (A) Transversal histologic section of picrosirius-stained fetal
vocal fold visualized under conventional light (50X magnification);
E = epithelium; LP = lamina propria; VM = vocal muscle. (B)
Transversal histologic section of picrosirius-stained fetal vocal fold
visualized under polarized light (50X magnification).

mediate (I), and deep (D) layers (S = 0.69 [0.25-0.77]; I =
0.73 [0.26-0.91]; D = 0.61 [0.36-0.81], P = .56).

There was a diffuse positive versican staining in all
laminar layers with a stronger staining in the subepithe-
lial region (Fig. 3). Morphometric analysis revealed that
versican density differed significantly among layers
within the lamina propria, being lower in the deep layer
when compared to the superficial (D = 0.13 [0.05-0.18];
S = 0.23 [0.05-0.31], P = .041) and the intermediate
layers (I = 0.16 [0.09-0.20], P = .018); however, there was
no difference between the superficial and intermediate
layers (Fig. 4). Figure 5 shows three-dimensional graphic
illustrations of the histoarchiteture of the collagen fibers.

DISCUSSION

In this study we describe the distribution of collagen
fibers and versican within the lamina propria of 28- to
36-weeks-old human fetuses. Our data show that while
there is a uniform distribution of collagen fibers within
the lamina propria, versican density is increased in the
superficial and intermediate layers. To our knowledge, we
are the first to analyze versican expression within the
lamina propria of human fetal vocal folds.

Buhler et al.: Collagen Fiber and Versican Distribution



Fig. 2. Transversal histologic section of fetal vocal fold stained by
Picrosirius, visualized under polarized light, showing a “wicker bas-
ket” arrangement of collagen fibers (400X magnification).

There are a few studies on the histologic aspects of
the human vocal folds. Progressive alterations in the com-
position of the lamina propria are related during fetal
development. In 13-week-old fetuses it is basically com-
prised of mesenchymal cells. From 16 weeks onwards,
slender fibers distributed parallel to the free border begin
to appear. At 23 weeks of gestation, collagen fibers are
distributed in a single layer over all thicknesses of the
vocal fold.12:20 Similarly, previous ultrastructural studies
on the fetus vocal fold described an uniform distribution of
collagen fibers without a clear layer distinction.13-16 Qur
quantitative analysis of collagen fibers confirms these
findings.

Fig. 3. Transversal histologic section of fetal vocal fold stained by
specific immunohistochemical technique for the versican proteogly-
can (brown coloration), showing its distribution on superficial (S),
intermediate (1), and deep (D) layers of the lamina propria. Note the
predominance on the subepithelial region (arrow) (200X magnifica-
tion); E = epithelium.
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Fig. 4. Distribution of versican within the lamina propria layers in
vocal folds of fetuses. The horizontal line represents the median.

The collagen distribution in fetus differs from the
findings on the adult population. Melo et al.1! described a
“wicker basket” configuration of collagen fibers in adults,
and hypothesized that this configuration might have im-
portant implications for vocal production. However, there
were no data available as to whether this collagen fiber
configuration would be already present in fetuses, or if it
would be part of the maturation process of the ECM,
originating from the vibratory stimulus during phonation
after birth. We now demonstrate that the “wicker basket”
arrangement of these fibers is already present in 28- to

Fig. 5. Histoarchitecture of the collagen fibers uniformly distributed
within the lamina propria of the fetal vocal fold. Intertwined fibers
forming a network arrangement in the form of a “wicker basket”; E =
epithelium; LP = lamina propria; VM = vocal muscle.

36-week-old-fetuses. Although we have not examined other
important components of the vocal fold ECM and larynx
innervation, this finding suggests that despite no existing
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intrauterine demand for vocal structure use, this organ
might be prepared for phonation immediately after birth.

The presence of versican in adult vocal folds has been
previously described, but no reports on fetal vocal folds
were available so far. Our data show that versican is
diffusely present in the ECM, with a significant increased
density in the superficial and intermediate layers when
compared to the deep layers, with a stronger staining
observed in the subepithelial region. Interestingly, a sim-
ilar distribution of versican in the upper dermis in mid-
age fetuses (of a similar age range as the present study)
was described by Sorrell et al.2! In adult vocal folds, Hahn
et al.’2 described a most intense staining in the superior
portion of the intermediate layer.

The role of versican in the fetal vocal folds is not
clear. Versican forms aggregates with hyaluronic acid,
and these aggregates have an importance role in tissue
viscosity, osmosis, and resistance.® In addition, these
structures form complex interactions with fibronectin,
type I collagen?! and elastic networks.10 Versican predom-
inance within the superficial and intermediate layers
might be important in determining collagen deposition
and distribution in the developing vocal fold, since proteo-
glycans have an important role in regulating collagen
fibrillogenesis.® The increased versican presence in the
superficial and intermediate layers may contribute to the
“wicker-basket” arrangement of the developing collagen
fibers at this level. On the other hand, less versican in the
deeper layer of the lamina propria may provide structure
for a more dense collagen arrangement, adequate for the
physiologic function of transmitting tension from vocal
musculature to the rest of the lamina propria during voice
modulation. In addition, predominance of versican in su-
perficial and intermediate layers could be important in
absorbing impact during vocalization at birth.

CONCLUSION

In this study, novel information is presented about
the ECM composition in the fetus vocal folds. Collagen
fibers are uniformly distributed within the lamina pro-
pria, and present the “wicker basket” arrangement as
described in adults. In contrast, versican density is larger
in the superficial and intermediate layers when compared
to the deep layer.
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SUMMARY

Objectives: Extracellular matrix distribution within the lamina propria may be related
to phonation mechanics. In this study, we analyzed the distribution of collagen type I,
collagen type |11 and versican in human vocal fold lamina propria. Study design: Cross
sectional analysis of cadaveric vocal folds of adult human larynges. Methods: Twenty
larynges obtained from autopsy specimens were analyzed with immunohistochemistry
and image anaysis. Results: There was a lower collagen type | density in the
intermediate layer (IL) when compared to the superficial (SL) and the deep (DL ) layers.
Collagen type Il presented a lower density in the IL when compared to the DL layer.
There was a lower versican density in the SL when compared to the IL and the DL.
There was a lower versican density in the lamina propria of females when compared
with males. The difference was noted in the superficial layer only. There was a positive
correlation between collagen 111 and versican within the lamina propria. Conclusion:
Collagen type I, type Il and versican are differently distributed within the adult vocal
fold lamina proprialayers.

Key Words: versican, collagen type I, collagen type Il1, lamina propria, vocal fold,

immunohistochemical.
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INTRODUCTION

Human vocal folds (VF) are histologically comprised by the epithelium, the
three layers of lamina propria (LP) and the vocalis muscle. The cover-body theory of
phonation explains how the intricate relation among the layered structures of the LP
contributes to voice production by alowing the VF to vibrate with consistency and
control .

The extracellular matrix (ECM) proteins of the vocal fold lamina propria consist
of fibrillar and interstitial proteins. The main fibrillar proteins in the VF lamina propria
comprise the collagen and the elastic fibers. The composition of fibrillar and interstitial
proteins within the VF determine many of the oscillatory characteristics of this
structure. %°

Collagens represent a family of proteins that serve primarily as the supporting
elements in tissue structure and contribute to tissue tensile strength and stability but also
regulate cellular migration and tissue remodeling during growth, differentiation,
morphogenesis and wound healing.* Collagens are a major component of the human
VF, representing 43% of the total tissue protein.” The relative density of collagen fibers
varies within the human lamina proprialayers. Some studies have previously shown that
the density of total collagen is higher in the superficiad and deep layers>®’ It's
structural arrangement within the VF lamina propria is believed to have an important
impact in phonation.®

There are various subtypes of fibrillar collagens and each one is uniquely suited

for performing specific organ tasks.® Collagen type | is the most ubiquitous and mainly
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appear as the fibrillar bundles providing a structure of high tensile strength. Collagen
type Il is present in most tissues that require flexibility and elasticity. Collagen type |
and type |11 have been immunohistochemically identified as the major collagens in the
V'F lamina propria>*° but there are few quantitative data on the distribution of collagens
type | and I11 within the lamina propria layers of human adult vocal folds.

Proteoglycans (PG) represent a family of complex molecules composed of core
proteins to which glycosaminoglycans (GAG) side chains, such as dermatan sulfate,
chondroitan sulfate, keratan sulfate, and heparan sulfate are attached. They provide
growth supportive or suppressive function, modulate wound repair, bind and deliver
growth factors. One of these proteins, the large proteoglycan versican, has the ability to
regulate water content in tissues, thereby affecting resiliency.***? Versican is known to
be present in fetal and adult human vocal folds; and it interacts with collagen deposition
by regulating its fibrillogenesis>’****® No quantitative studies analyzed versican
distribution within the 3 lamina propria layers.

It is plausible to assume that the distribution of collagen types and versican may
vary within the LP of the vocal folds, since each layer may be submitted to different
mechanical stresses during phonation. To better understand this subject, we analyzed
the distribution of collagen type I, type 11l and versican within the lamina propria of

female and male adult vocal folds.
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METHODS

The study was approved by the Ethics Committee for Research Project Analysis
of the Clinical Board of the University of S&o Paulo School of Medicine.

Human larynges were obtained from cadavers autopsied in the S&o Paulo
Autopsy Service within 24 hours after death. Larynges were obtained from twenty
adults (10 males and 10 females). Patient’s mean (£SD) age was 67 (£9) ranging from
50 to 85 years. Mean age of males was 66 and 70 from females, without significant
statistical difference between groups. Thirteen adults were from the white race and
seven from the black. Cadavers with a medical history of neck manipulation as oral or
nasal intubation, tracheotomy, laryngeal surgery and head and neck irradiation were
excluded. Only larynges from non-smoking subjects were included in the study.

In bloc exeresis of the larynx was performed, all specimens presented no
macroscopic lesions. The left vocal fold from each larynx was obtained and fixed in
10% formalin solution for 24 hours. Afterwards, 5-mm-thick coronal sectionsin relation
to the vocal fold were performed on the middle portion of the fold membranous region,
dehydrated in progressive alcoholic concentrations and embedded in paraffin. Tissue
blocks were submitted to 4-um-thick histological sections and hematoxylin-eosin
(H&E) stained for initial analysis.

For the analysis of collagen type | and type |11 expression, immunohistochemical
reactions were carried out using monoclonal anti-human antibody (C7510 12A, United

States Biological, Swampscott, MA, USA) with 1:250 dilution and monoclonal anti-
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human antibody (CP19L, Calbiochem-Novabiochem, San Diego, CA, USA) with 1:500
dilution. To analyze versican expression a specific monoclonal anti-human antibody
large proteoglycan versican (Seikagaku America, Inc; Rockville, MD, USA) was used.

For the antibody versican, sections were pretreated with a 0.05 U/ml ABC
chondroitinase solution (Sigma-Aldrich, Oakville, ON, Canada), for one hour, at 37°C.
Subsequently, sections were incubated with the primary antibody in 1% BSA/PBS
between 4°C and 8°C overnight. As secondary antibody, L SAB+Ap (Dako, Carpinteria,
CA, USA) and Fast Red (Sigma, Steinheim, NRW, Germany) were employed as
chromogens. The dlides were counter-stained with Mayer’s Hematoxylin. Incubation
with PBS supplemented with 1% BSA instead of the primary antibody served as a
negative control.

For quantitative analyses of collagens and versican expression, we divided the
lamina propria compartments according to the model proposed by Butler et a.' in three
layers. superficial, intermediate and deep. Measurement of positive stained areas were
performed by image analysis using a system comprising of a light microscope Leica
DMR (Leica Microsystems, Wetzlar, Hesse, Germany) connected to a computer
through a video camera using the software Image Pro Plus® 4.1 version (Media
Cybernetics, Silver Spring, MD, USA). For each lamina propria compartment three
non-overlapping areas at 400x magnification were analyzed, comprising 9 anayzed
areas for each section. Results were expressed as stained area/total area (um?/pm?).
Data were expressed as medians and ranges. Comparison of stained areas within the 3
compartments was performed using ANOVA or Kruskall-Wallis followed by post-hoc
Tukey’s b or Bonferroni respectively (depending on data distribution). Data were log-

transformed before analyses and performed in the SPSS software 15.0 version (SPSS
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Inc., Chicago, IL, USA). Correlation among ECM elements was performed using the

Spearman correlation test. P values lower than .05 was considered significant.
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RESULTS

Collagens and versican stained as fibrillar structures in the lamina propria and
among the vocal muscle cells. There was a lower collagen type | density in the
intermediate layer when compared to the superficia (p<0.001) and the deep layers
(p=0.005) (Figure 14). Collagen type I11 had a more homogenous distribution within the
VF layers, with a statistically lower density of collagen type Il in the intermediate layer
when compared to the deep layer (p=0.001), but without differences in the superficial
layer (Figure 1b). There was a lower versican density in the superficial layer when

compared to the intermediate (p=0.036) and the deep layer (p=0.013) (Figure 1c).

When all layers were considered together, there was a positive correlation

between versican and collagen 111 densities (r = 0.57, p=0.010) (Figure 2).

Morphometrical analysis categorized by gender revealed that collagen type |,
collagen type Ill and versican density differed significantly among layers within the
lamina propria. Females had alower density of collagen type | in the intermediate when
compared to superficial (p=0.02) and deep layers (D=0.28 [0.10-0.51], p=0.02). For
males, no differences were observed (Figure 3a). There was no difference in collagen
type 111 distribution in the female group within layers. On the other hand, there was a
higher collagen type Ill density in the deep layer when compared to the superficia
(p=0.037) and the intermediate layer (p=0.018) in males (Figure 3b). There was lower
versican female density in the superficia layer when compared to the intermediate
(p=0.031) and the deep layer (p=0.021). There was no statistical difference in versican

density among layersin the male group (Figure 3c).
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There was no difference between total density of collagen type | and collagen
type 111 in male and female lamina propria vocal folds. There was a higher versican
density in the lamina propria of females when compared with males. The difference was
noted in the superficial layer only (p=0.049) (Figure 4). There were no correlations
between collagens and versican density in the lamina propria and patient’s age in male
and females. Figure 5 shows three dimensional graphic illustrations of histoarchiteture

of the collagen and versican distribution in lamina propria vocal fold.
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DISCUSSION

In this study we described the distribution of collagens type I, type Il and
versican within the lamina propria of age-matched female and male adult vocal folds.
Our data show that collagens type | and |11 and versican vary its distribution within the
lamina propria of vocal folds, with gender variation.

The distribution of total collagen (as detected with Sirius Red staining) in human
vocal folds has been described to be similar in al age groups, but with varying
concentrations according to age and gender.? In adult normal vocal folds, most collagen
is present in a superficial band immediately below the epithelium as well as in deep
lamina propria adjacent to the vocais muscle,®® with a higher concentration in males
and geriatric males® We confirmed this distribution for collagen type I, i.e,
predominance in superficial and deep layers. When categorized by gender, our data
show that these differences were more accentuated within the female group, but without

differences between genders.

Collagen type Il analysis also revealed differences in distribution within the
lamina propria, with a higher content in the deep than in the superficia and intermediate
layers. Our data show that these differences were more accentuated within the male
group, but again without significant differences between genders. Since collagen type
[l tends to be more highly concentrated in dynamic regions of elastic tissues,
differences in the distribution of collagen types| and 111 can potentially give insight into
the stresses sustained by different LP regions.™ As suggested by Tateya et al,’ collagen

type | provides the tensile strength required around the basal membrane and vocal

11
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ligament to maintain the vocal fold shape during vibration, while the more homogenous

distribution of collagen type I11 may be important to maintain tissue elasticity.

Versican is alarge aggregating PG that binds to hyaluronic acid (HA)™ and that
frequently interacts with elastic networks.*® The highly hydrated versican-hyaluronic
acid complex play a significant role in inhibiting cell-matrix interactions, affecting
turgor, dissipating impact and compressive stresses in the VF lamina propria®’ The
presence of versican in adult and fetal vocal folds has been previously described'®8*°,
but no studies have assessed its distribution within the LP layers in adults. Our data
show that versican density is higher in the intermediate and deeper layers, this
difference being more accentuated in females; with an increased content of versican in
the superficial layer of males. Our data are in disagreement with Hahn et al.*° that could
not find differences in versican distribution between males and females. However, those
authors examined a smaller population than ours (5 patients) using only semi
quantitative analysis.

Our previous and present data show that the distribution of versican within the
human LP varies according to age. In the fetus, versican density was higher in the
superficial layer.™® On the other hand versican density was lower in the superficial layer
of adults when compared to the other layers. The reasons for such differences are not
clear. It has been shown that, in the presence of some proteoglycans, collagen synthesis
yield thinner fibrils. Such theory could explain the higher density of collagen type |
(thick fibrils) and the smaller density of versican in the superficial layer in adults.
Further, thisis aso in line with our findings of a positive correlation between collagen

[11 (thinner fibrils) and versican densities in the lamina propria.
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Understanding gender differencesin ECM composition in the vocal fold LP is of
interest since it may provide insights into the greater vulnerability of women to LP
scarring and certain vocal fold disorders.® Although adult men may have higher total
concentration of collagens in the lamina propria, our and Hahn’s data show that the
distribution of the collagenstype | and type 11 between gendersis similar. On the other
hand, the density of versican was higher in the superficia layer of males. This data may
help explain the higher predisposition in women to the occurrence of benign laryngeal
lesions like vocal nodules. Versican has likely an important role in absorbing impacts
between VF during phonation. With a smaller density of versican in the SL, it is
possible that the vocal fold is more prone to mechanical damage during phonation.

Others have detected correlation between age and collagen expression, with
increased collagen content in the elderly.® In our study we could not find such
correlations, since our study group was comprised by an adult population of a limited

age interval, which is alimitation of the present work.
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CONCLUSION

Our data show, in adults, collagen type I, type Il and versican are differently
distributed within the adult vocal fold lamina propria layers, with gender variations.
Better knowledge about ECM distribution within the LP is important to understand the

mechanics of phonation and disease pathogenesisin vocal folds.
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Figure 1. Expression of extracellular matrix components (ECM) in coronal histological
section of the middle membranous portion of vocal folds lamina propria in males and
females (50x magnification) and the distribution within the vocal fold layers (horizontal
line represents the median). A. Immunohistochemical expression of collagen type | B.
Lower collagen type | density in the intermediate layer (IL) when compared to the
superficial layer (SL) and the deep layer (DL). C. Immunohistochemical expression of
collagen type I11. D. Lower density of collagen type 1l in the IL when compared to the
DL E. Immunohistochemical expression of versican. F. Lower versican density in the

SL when compared to the IL and the DL.

18



Collagen Typel, Typelll and Versican Distribution within the Lamina Propria of Human Vocal Fold

1.5

Collagen lli

| ] |
0.0 01 02 03 04 05 06 0.7
Versican

Figure 2. Positive correlation between versican and collagen type |11 density (r = 0.57,

p=0.010) in adult lamina propria vocal folds.
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Figure 3. Distribution of collagen type I, type Il and versican in lamina propria vocal
fold of male and females. The horizontal line represents the median. A. Females had a
lower density of collagen type | in intermediate layer (IL) when compared to the
superficia layer (SL) and the deep layer (DL). For males, no differences were observed.
B. No difference in collagen type Il distribution in the females. In males there was a
higher collagen 11l density in DL when compared to the SL and the IL. C. Lower
versican female density in the SL when compared to the IL and DL. No difference in

versican density in the male group.
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Figure 4. Distribution of versican in lamina propriavocal fold showing a higher density

in the superficia layer of females when compared with males (p=0.049). The horizontal

line represents the median.
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Figure 5. Histoarchiteture of the collagen type I, collagen type Il and versican
distributed within the adult lamina propria vocal fold; brown fiber = collagen type I;

green fiber = collagen type I11; yellow substance = versican.
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RESUMO

Biihler RB. Distribui¢do do colageno tipo I, colageno tipo Il e versican na lamina
propria da prega vocal humana de laringes fetais e adultas : método histoquimico e
imunoistoquimico [tese]. Sao Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sao
Paulo; 2008. 74p.

A matriz extracelular apresenta importante papel na fisiologia da fona¢do sendo
necessario o conhecimento de seus componentes. Poucos estudos sobre os
componentes da matriz em fetos e a auséncia de relatos do versican nesta faixa etéria,
bem como a necessidade de aprofundar os conhecimentos sobre os componentes da
matriz em adultos, resultaram na elaboragdo deste estudo. Analisar a presenca e
distribuicao do colageno tipo I, coldgeno tipo III e proteoglicano versican na lamina
propria da prega vocal de laringes fetais e adultas ¢ o objetivo do estudo. No grupo
fetal foram estudadas 7 laringes obtidas de cadaveres variando de 28 a 36 semanas de
idade gestacional. No grupo adulto foram estudadas 20 laringes, 10 do sexo
masculino, com média de idade de 66 anos, ¢ 10 do sexo feminino com média de
idade de 70 anos, com idades pareadas. Utilizou-se método imunoistoquimico para
avaliar a expressao do versican no grupo fetal e adulto. Para a avaliagdo das fibras
colagenas utilizou-se o método da Picrosirius polarizagdo no grupo fetal e
imunoistoquimico no grupo adulto. A quantificagdo das fibras colagenas e do
versican foi realizada por meio de andlise digital de imagens. Os resultados do grupo
fetal mostraram uma distribuicdo homogénea das fibras colagenas formando uma
estrutura monolaminar com um entrelagamento entre as fibras denominado arranjo
em “cesta de vime”’; em relacao ao versican, este apresentou uma densidade maior na
camada superficial e intermedidria da 1amina propria. Os resultados do grupo adulto
mostraram uma menor densidade de coldgeno tipo I na camada intermediaria quando
comparado a camada superficial (p<0.001) e camada profunda (p=0.005). O
colageno tipo III apresentou distribuigdo mais homogénea nas camadas da lamina
propria, com uma densidade estatisticamente menor na camada intermediaria quando
comparada a camada profunda (p=0.001), mas sem diferenca estatistica na camada
superficial. O versican apresentou densidade menor na camada superficial quando
comparado a camada intermediaria (p=0.036) e camada profunda (p=0.013). Houve
menor densidade de versican nas mulheres quando comparado aos homens,
percebida apenas na camada superficial. Quando todas as camadas foram
consideradas conjuntamente houve uma correlagdo positiva entre a densidade de
versican e colageno tipo III (r=0.57; p=0.010). Este estudo mostrou as diferencas na
distribuicdo dos componentes da matriz nas camadas da lamina propria em dois
grupos etarios proporcionando uma discussao sobre as implicagdes destes achados na
fisiologia vocal e sugerindo que as estruturas gloticas ja estariam preparadas para a
vocalizagdo ao nascimento.

Descritores: 1.Colageno tipo I 2. Colageno tipo III 3.Versican 4.Cordas vocais
5.Laringe 6.Imunoistoquimica



SUMMARY

Biihler RB. Collagen type |, collagen type Il and versican distribution within the
lamina propria of fetal and adult human vocal fold: histochemical and
immunohistochemical method [thesis]. Sdo Paulo: “Faculdade de Medicina,
Universidade de Sao Paulo”; 2008. 74p.

Extracellular matrix has an important rule in the vocal fold physiology and the
knowledge about your components is necessary. Fewer studies about matrix
extracellular and no studies about versican in fetuses, and the necessity to improve
the knowledge about extracellular matrix components in adults group came us to the
elaboration of this study that has the objective to analyze the presence and
distribution of collagen type I, type III and versican in human vocal fold lamina
propria of fetal and adult larynges. Seven fetal larynges obtained from 28- to 36-
week-old cadaveric fetuses were studied. Twenty larynges were obtained from adults
(10 males and 10 females). Mean age of males was 66 and 70 from females, without
significant statistical difference between groups. For the analysis of versican
expression, immunohistochemical reactions were carried out in fetal and adult group.
The larynges were analyzed through Picrosirius polarization method and
immunohistochemistry to visualize the collagen fibers, in fetal and adult group
respectively. Collagen fibers and proteoglycan were quantified using a digital image
analysis system. In fetuses, the collagen fibers system exhibited homogeneous
distribution pattern in a monolaminar layer and spatial arrangement as in a “wicker
basket”; predominance of versican distribution was found out on the superficial and
intermediate layer of vocal fold lamina propria. In adult group, there was a lower
collagen type I density in the intermediate layer when compared to the superficial
(p<0.001) and the deep layers (p=0.005). Collagen type III presented a lower density
in the intermediate layer when compared to the deep layer (p=0.001) but without
differences in the superficial layer. There was a lower versican density in the
superficial layer when compared to the intermediate layer (p=0.036) and deep layer
(p=0.013). There was a lower versican density in the lamina propria of females when
compared with males. The difference was noted in the superficial layer only. When
all layers are considered together there was a positive correlation between versican
and collagen type III densities (r=0.57; p=0.010). This study shows the differences in
the extracellular matrix components distribution in lamina propria vocal folds in fetal
and adult group permitting a discussion about the implications in vocal fold
physiology and suggesting that laryngeal structures will be prepared to vocalization
at birth.

Descriptors: 1.Collagen type I 2.Collagen type III 3.Versicans 4.Vocal cords
5.Larynx 6.Immunohistochemistry
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A prega vocal humana ¢ dividida em epitélio, lamina prépria e musculo
vocal. (Hirano e Kakita, 1985). A lamina propria apresenta caracteristicas especificas
onde uma delicada relagdo entre as camadas estruturais permite a vibragdo da prega
vocal de forma adequada sendo de grande importancia na producdo vocal como
explicado na teoria corpo—cobertura (Gray et al., 1993).

A lamina prépria da prega vocal humana ¢ descrita desde a décima terceira
semana de idade gestacional (Subotic et al., 1984). Células especificas na macula flava
estdo envolvidas na producao dos componentes da matriz extracelular (Sato et al., 2005).
Em fetos e recém-nascidos ndo ha distingao entre camadas e o ligamento vocal ndo esta
definido. (Hirano et al., 1983; Ishii et al., 2000; Hartnick et al., 2005; Sato et al., 2005).
Em adultos, a lamina propria apresenta-se como uma estrutura localizada
imediatamente abaixo do epitélio e superficialmente ao musculo vocal composta por
uma matriz formada por proteinas extracelulares e demais células dispostas em trés
camadas com composi¢ao histologica distinta (Catten et al., 1998).

As proteinas que compoOe a matriz extracelular da lamina propria sao
classificadas em proteinas fibrilares e intersticiais. O coldgeno e a elastina
representam as proteinas fibrilares, responsaveis pela manutengdo do arcabouco
fibroso da lamina propria. As proteinas intersticiais, representadas pelos
proteoglicanos e glicoproteinas, sdo responsaveis pelo preenchimento dos espagos
entre as fibras colagenas e elasticas (Labat-Robert et al., 1990). Estas proteinas

intersticiais apresentam propriedades biomecanicas que determinam as caracteristicas
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oscilatérias das pregas vocais (Gray et al., 1999; Gray, 2000). Frequentemente
afetam a viscosidade, quantidade de fluidos, espessura da lamina propria e muitas
vezes, a densidade e o tamanho das fibras colagenas (Pawlak et al., 1996).

As fibras colagenas representam uma familia de proteinas que servem
primariamente como elemento de suporte na estrutura tecidual e contribuem para a
resisténcia elastica e estabilidade, além de regularem a migragdao celular e o
remodelamento tecidual durante o crescimento, diferenciagdo, morfogénese e
cicatrizagdo tecidual (Myllyharju et al., 2004). Apresentam desta forma um importante
papel na fisiologia vocal, proporcionando tensao e maleabilidade adequadas, ajudando
a matriz extracelular a funcionar como um coxim estabilizador, refletindo numa
vibragao adequada das pregas vocais. As fibras estdo distribuidas na lamina propria em
trés camadas distintas notando-se uma fina camada de coldgeno imediatamente abaixo
do epitélio (Sato et al., 1998; Hammond et al., 2000; Sato et al., 2002).

A distribuicdo das fibras coldgenas apresenta um arranjo entrelacado
semelhante a uma “cesta de vime” acarretando uma melhora na dindmica da vibragao
devido ao deslizamento adequado entre as mesmas (Melo et al., 2003). A densidade
relativa destas fibras varia nas camadas da lamina propria, sendo que alguns autores
mostram que a densidade total de coldgeno ¢ maior na camada superficial e na
camada profunda (Hammond et al., 2000; Hahn et al., 2006; Tateya et al., 2006).
Este arranjo estrutural possui forte impacto na fonagao (Melo et al., 2003).

Existem varios subtipos de colagenos fibrilares que apresentam fungdes
especificas (Tateya et al., 2007). O colageno tipo I apresenta-se em maior quantidade
formando “pacotes” que proporcionam uma estrutura com boa resisténcia elastica. O

colageno tipo III estd presente na maioria dos tecidos que requerem flexibilidade e
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elasticidade. Tanto o colageno tipo I quanto o colageno tipo III sdo identificados por
meio de estudo imunoistoquimico sendo considerados os maiores colagenos na
lamina propria da prega vocal humana (Hahn et al., 2005; Hahn et al., 2006).

Os proteoglicanos, representando as proteinas intersticiais da matriz
extracelular, sdo considerados um dos seus principais componentes ¢ fazem parte de
uma familia de macromoléculas compostas por uma proteina central com cadeias
laterais de polissacarideos sulfatados e glicosaminoglicanas covalentemente ligadas
(Iozzo et al., 1998). As glicosaminoglicanas consistem numa estrutura repetida de
dissacarideos sulfatados que representam o principal carboidrato constituinte dos
proteoglicanos (Hardinghan et al., 1992); propiciam suporte no crescimento ou
func¢do supressiva, modulam os reparos teciduais e o crescimento. Os proteoglicanos
estdo envolvidos na manutencdo das propriedades biofisicas de varios tecidos e
apesar de serem considerados inicialmente como constituintes inertes do tecido
conectivo, participam de interagdes biologicas relacionadas a organizagao das fibras
colagenas (Wiberg et al., 2002), ao balanco hidrico tecidual e a migracao celular
(Saika et al., 2000). Atuam também em relacao a proliferacao e diferenciacao celular
(Zhang et al., 1998).

Vérios proteoglicanos sao identificados na matriz extracelular, presentes na
superficie ou no interior das células. O versican ¢ um grande proteoglicano
chondroitan sulfato isolado da cultura de fibroblastos humanos, com uma proteina
central rica em acido glutaminico, serina e residuos de treonina com multiplos sitios
especificos de ligagdo (Figura 1). Foi nomeado como Versatile Proteoglican devido
sua versatilidade e importincia na interagdo com o acido hialurénico formando

estruturas complexas no tecido conjuntivo. Uma destas proteinas, o grande
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proteoglicano versican, tem a habilidade de regular o contetdo de 4gua nos tecidos
afetando desta forma sua elasticidade (Iozzo, 1998; Hardinghan et al., 1992), e esta
presente na prega vocal de adultos sendo considerado um dos principais
componentes da matriz extracelular (Pawlak et al., 1996; Gray et al., 1999; Hahn et
al., 2005). Frequentemente interage com a deposicdo de colageno regulando a
fibrilogénese (Gray et al., 1999; Hahn et al., 2005; lozzo, 1998).

Compreendemos desta forma que os componentes da matriz extracelular
apresentam grande importancia na fisiologia vocal sendo necessario um
conhecimento adequado dos mesmos. Considerando que a distribui¢cdo dos colagenos
e do versican possa variar dentro da lamina propria da prega vocal e que cada
camada possa ser submetida a diferentes mecanismos de estresse durante a fonacao
ou mesmo antes do inicio da fonagdo, propusemos a elaboragdo deste estudo numa

populagdo fetal e adulta para avaliagdo dos mesmos.

Figura 1. Representagdo grafica esquematica do proteoglicano versican. Proteina central
(laranja) com glicosaminoglicanas ligadas; cadeias laterais com diversos sitios de ligacdo
(vermelho: acido hialuronico; azul: fator de crescimento epidérmico; verde: lecitina;

amarelo: complemento regulador de proteina).
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1.1 OBJETIVOS

GRUPO FETAL

1. Analisar a presenca e a distribuicdo das fibras coldgenas na lamina propria da
prega vocal humana de fetos através do método da Pricrosirius polarizagao.

2. Analisar a presenca e distribuicdo do proteoglicano versican na lamina
propria da prega vocal humana de fetos por meio de método

imunoistoquimico.

GRUPO ADULTO

1. Analisar a distribuicdo do colageno tipo I, colageno tipo III e versican na
lamina propria da prega vocal humana de adultos por meio de método

imunoistoquimico.
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2.1 FIBRAS COLAGENAS

Montes (1996) descreve técnicas de identificagdo das fibras elasticas e
coladgenas através de métodos histoquimicos confirmados por microscopia
eletronica mostrando que, no caso do coldgeno, cada tipo apresenta sua propria
estrutura quimica com propriedades funcionais e interacdes especificas com os
componentes da matriz extracelular. Descreve também que o colageno tipo III
deposita-se nos processos cicatriciais ¢ nas fibroses em geral, assim como no
desenvolvimento fetal, sendo mais tarde substituido pelo colageno tipo I nas
regioes sujeitas a grandes tensdes.

Junqueira, Carneiro (2000) descrevem que os colagenos tipo I e tipo III
formam fibras e sao chamados do “tipo fibrilar” sendo que no colageno tipo III estas
fibrilas se agrupam formando delgadas fibras chamadas reticulares com 1-4 um de
diametro e visiveis ao microscopio optico. No coladgeno tipo I o processo progride
formando fibras mais espessas que frequentemente se associam e formam feixes de
fibras com até 20 um de didmetro constituindo o que habitualmente se chama de
fibras de colageno.

Alberts et al. (2002) mostram a existéncia de mais de 20 tipos diferentes de
colageno. Diferenciam os colagenos que formam fibrilas dos que formam fibras e

dos que se associam aos colagenos fibrilares.
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2.2 PROTEOGLICANOS

Ruoslahti (1988) descreve que os proteoglicanos sdo estruturas moleculares
compostas por cadeias de glicosaminoglicanas ligadas covalentemente a uma cadeia
central de proteina.

Mc Carthy et al. (1989) demonstram que os proteoglicanos estao relacionados
a uma variedade de processos metabolicos celulares tais como: adesdo celular,
migracao celular, regulacdo de fatores teciduais de crescimento, regulagdo de fatores
imunolodgicos, ligacdo com proteinas plasmaticas e controle de trombogénese.

Laurent e Fraser (1992) descrevem que a estrutura formada entre o
proteoglicano versican e o acido hialurdénico forma uma molécula estavel e com alto
grau de hidratacdo podendo ser um fator de inibicdo na interacdo célula-matriz
afetando o turgor, dissipando o impacto e aliviando o estresse da compressao na
lamina propria da prega vocal durante a fonagao.

Lander (1993) descreve que as glicosaminoglicanas sdo polimeros lineares e
compde o grupo do Keratan sulfato, condroitina, dermatan sulfato, heparan sulfato.
O acido hialurdnico difere das outras glicosaminoglicanas porque nao esta ligado
covalentemente a proteina.

Nietfeld (1993) descreve os trés subgrupos identificados representando as
grandes familias de proteoglicanos: 1) pequeno, intersticial, proteoglicanos da matriz
- decorina, biglican ¢ fibromodulina; 2) grande, proteoglicanos de agregagao
chondroitan sulfato - agregan e versican; 3) heparan sulfato. Esta classifica¢do é

baseada na similaridade entre o ntcleo protéico e a cadeia de glicosaminoglicanas.
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Zimmerman (1993) demonstra a interagdo do proteoglicano versican com o
acido hialuronico. A estrutura molecular do versican inclui uma éarea de ligagdo com
o acido hialurdénico e sua atividade parece estar relacionada com a atividade do 4cido
na matriz extracelular.

lozzo (1998) descreve o versican como um proteoglicano grande e com
capacidade de agregacao.

Huang et al. (1999) demonstram o predominio do proteglicano versican na
camada subepitelial da parede da via aérea em grupo de pacientes asmaticos € nos
pacientes sadios também. A deposi¢do de proteoglicanos mostrou-se maior em
pacientes asmaticos podendo estar relacionado com a maior imunoreatividade deste
grupo sugerindo um modelo de remodelagao da via aérea.

Butler et al. (2001) observam alteragdes relacionadas ao sexo na distribui¢ao
do acido hialurénico mostrando que no sexo feminino ha uma quantidade menor na
regido mais superficial da lamina prépria € uma quantidade maior na regido profunda
da lamina propria enquanto no sexo masculino a distribuicdo ¢ constante em toda
extensao da lamina propria.

Miserocchi et al. (2001) mostram que o proteoglicano versican estd envolvido
na formacao de edema pulmonar intersticial.

Kielty et al. (2002) demonstram que o proteoglicano versican interage com a
rede de fibras elasticas.

Skandalis et al. (2004a) estudando os componentes da matriz extracelular
mostram uma quantidade absoluta maior do proteoglicano agrecan. Em relagao
ao versican os autores relatam sua presenga na cartilagem laringea em menor

quantidade.
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Skandalis et al. (2004b) descrevem a relacdo dos proteoglicanos com o
crescimento e a progressao de tumores malignos. Houve decréscimo do agrecan, mas
acumulo de versican e decorina no estroma tumoral associado. A quantidade absoluta

dos proteoglicanos diminuiu principalmente devido ao proteoglicano agrecan.

2.3 ULTRAESTRUTURA DA PREGA VOCAL HUMANA EM FETOS

Kurita (1980) demonstra alteragcdes progressivas na composi¢cdo da porcao
média da lamina préopria da prega vocal humana durante o desenvolvimento fetal.
Com 13 semanas de idade gestacional a lamina prépria consiste basicamente de
c¢lulas mesenquimais em toda sua espessura. A partir de 16 semanas comegam a
aparecer algumas fibras finas com distribuicao paralela a borda livre juntamente com
as células mesenquimais. Com 23 semanas as fibras coldgenas podem ser
identificadas e apresentam-se distribuidas numa camada Unica em toda a espessura
da prega vocal.

Hirano et al. (1983) relatam a importancia do estudo dos componentes da
matriz extracelular e sua distribui¢do na lamina propria da prega vocal fetal
relacionando os achados com possiveis mudangas teciduais induzidas pela fonacao.

Subotic et al. (1984) descrevem a lamina propria da prega vocal de fetos
humanos a partir da décima terceira semana de idade gestacional. Relatam que o
desenvolvimento tecidual da prega vocal difere do desenvolvimento tecidual de
outras regides da laringe e faringe sendo mais complexo e seguindo padrdes

especificos. Sugerem que determinadas células na macula flava sdo programadas
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para influenciar o desenvolvimento e organizagdo do tecido conectivo na
lamina propria.

Vecerina-Volic et al. (1988) descrevem que a macula flava ¢ composta por
um grande namero de células imaturas que participam na producao e organizagao do
tecido conectivo em laringes fetais. Sugerem que a maturacdo da funcdo fonatoria
ndo estaria relacionada somente ao desenvolvimento do sistema nervoso central, mas
também relacionada a maturacao dos componentes do tecido conectivo.

Campos Bafales et al. (1995) estudando fetos de 24 a 32 semanas de idade
gestacional descrevem a importancia das maculas flavas no desenvolvimento de toda
a estrutura da prega vocal.

Sato et al. (1995) descrevem as madculas flavas de fetos em idade
gestacional avancada. Relatam a presenca abundante de fibroblastos nesta regido
sendo responsaveis pela produgao de fibras elasticas e colagenas. Sugerem que a
macula flava apresenta importante papel no crescimento e desenvolvimento do
ligamento vocal.

Hirano et al. (1999) através de microscopia eletronica de transmissao, relatam
que os fibroblastos na macula flava de fetos em idade gestacional avangada possuem
forma estrelada e sdo ativos na producao de fibras coldgenas e elasticas.

Ishii et al. (2000) descrevem através de microscopia eletronica de
varredura que as pregas vocais de neonatos e de fetos esbocam a organizagdo de
duas regides distintas na lamina propria ndo apresentando porém, uma estrutura
que possa ser considerada como ligamento vocal. Sugerem que a organizagdo e
maturagdo das estruturas da matriz extracelular estariam relacionadas a funcdo

fonatoria durante a adolescéncia.
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Sato et al. (2001) através de microscopia Optica e eletronica, descrevem a
auséncia de estruturas que possam corresponder ao ligamento vocal em pregas vocais
de fetos e recém-nascidos.

Sato et al. (2005) descrevem a existéncia de células especificas na macula
flava em fetos que, apesar de serem imaturas, ja respondem pela produgao inicial de
componentes da matriz extracelular e que sdo essenciais na manutencao das
propriedades viscoelasticas da mucosa da prega vocal.

Hartnick et al. (2005) estudam a maturacdo da prega vocal infantil
encontrando uma distribui¢do monolaminar das fibras coldgenas ao nascimento com

esparsas fibras reticulares entremeadas por células de grade densidade.

24 ULTRAESTRUTURA DA PREGA VOCAL HUMANA EM

ADULTOS

Hirano (1974) descreve a estrutura da prega vocal que apresenta duas
camadas: musculo mais ligamento vocal e mucosa. Relaciona os achados
histologicos a produgdo vocal.

Hirano (1975) revisando dados sobres a estrutura da prega vocal, conclui que
esta ¢ composta por cinco camadas: epitélio de revestimento, ldmina propria com
camada superficial, intermediéria e profunda e musculo vocal. A camada superficial,
também chamada de espaco de Reinke, ¢ formada por tecido conjuntivo frouxo e

flexivel; a camada intermedidria ¢ constituida principalmente por fibras elasticas; a
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camada profunda apresenta predominio de fibras coldgenas. As duas ultimas
camadas formam o ligamento vocal.

Hirano (1981) descreve detalhadamente a distribui¢do dos componentes das
camadas apresentadas em seus estudos anteriores. Na camada superficial ha
predominio de fibras coldgenas finas formando uma trama frouxa. Na camada
intermediaria ha predominio de fibras eldsticas que se entrelagam com algumas fibras
colagenas. Na camada profunda predominam as fibras colagenas numa disposi¢ao
mais densa em relagdo a camada superficial. As fibras coldgenas estdo dispostas
paralelamente ao bordo livre da prega vocal.

Hirano e Kakita (1985) estudam o comportamento vibratorio das pregas
vocais formulando a teoria de corpo e cobertura onde as cinco camadas descritas em
estudos anteriores sao divididas agora em trés regides denominadas: cobertura,
composta por epitélio e camada superficial da lamina prépria; regido de transicado
correspondendo a camada intermediaria e profunda da lamina prépria; corpo,
correspondendo ao musculo vocal. A teoria baseia-se na movimentacao da regido
flexivel (cobertura) sobre o corpo relativamente fixo.

Labat-Robert et al. (1990) descrevem que a matriz extracelular ¢ composta
por duas familias de macromoléculas denominadas coldgeno e elastina. Estas fibras
sdo responsaveis pelo arcabougo fibroso da lamina propria das pregas vocais. Os
proteoglicanos e as glicoproteinas estruturais sdo as substancias do intersticio e
preenchem os espagos disponiveis entre as fibras do arcabouco.

Gray (1991) detalha a zona de membrana basal na qual o epitélio da prega

vocal humana ¢ ancorado na lamina prépria.
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Gray et al. (1993) realizam estudo sobre as fibras coldgenas, mostrando o
predominio do colageno tipo III na 1amina prépria da prega vocal.

Gray et al. (1994) descrevem as fibrilas de ancoragem, compostas por
colageno tipo VII, unindo a membrana basal e as fibras colagenas da camada
superficial da lamina propria.

Sato e Hirano (1995) descrevem a estrutura da macula flava concluindo
estarem relacionadas ao desenvolvimento da prega vocal. Os fibroblastos que
compoOe as maculas, localizadas nas extremidades anterior e posterior da prega vocal,
produzem e remodelam as fibras elasticas e coldgenas. Aparentemente ha uma
diminui¢do das atividades fisioldgicas com o envelhecimento.

Ishii et al. (1996) descrevem a ultraestrutura da lamina propria da prega vocal
humana através de microscopia eletronica de varredura. As fibras coladgenas
apresentam-se como estruturas finas formando uma trama frouxa na camada
superficial. Na camada intermediaria e profunda apresentam-se como fibras grossas
numa trama mais densa.

Pawlak et al. (1996) sugere que mudangas ocorridas nos componentes da
matriz extracelular seriam responsaveis pelo surgimento de lesdes laringeas
benignas. Destacam a importancia da contribui¢do de cada componente da matriz
extracelular neste processo, pois devido a baixa celularidade da lamina propria os
componentes extracelulares sdo determinantes no comportamento bioquimico.
Descrevem que a matriz extracelular ¢ composta por duas familias de
macromoléculas: uma responsavel pelo arcabougo fibroso composto por colageno e
elastina ¢ outra familia composta por substincias de preenchimento que sdo os

proteoglicanos e as glicoproteinas. Descrevem que o proteoglicano versican possui
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capacidade de ligacdo com o dacido hialurénico promovendo a possibilidade de
preenchimento de espagos devido a sua intensa ligagdo e organizacdo com as
moléculas de agua.

Sato e Hirano (1997) descrevem a microcirculagdo na lamina prépria da
prega vocal humana.

Catten et al. (1998) descrevem as estruturas celulares da lamina propria com
énfase aos fibroblastos que se distribuem em todas as camadas, mas com predominio
na camada profunda.

Milutnovic et al. (1998) descrevem que os componentes da matriz
extracelular em adultos (cé€lulas epiteliais, tecido conjuntivo e musculo) estdo
posicionados paralelamente a borda livre da prega vocal formando um mecanismo
adaptado a fonacao.

Sato (1998) descreve a presenca de fibras reticulares nas camadas superficial
e intermediaria da lamina propria, sendo mais abundantes proximo a borda livre
diminuindo progressivamente nas por¢des superior e inferior da prega vocal.
Descreve também que as fibras reticulares sdo delgadas e nao formam feixes, mas
sao ramificadas e se agrupam numa delicada rede tridimensional.

Gray et al. (1999) discorrem sobre os componentes da matriz extracelular
com especial atencdo as proteinas fibrosas. Descrevem sobre a divisdo dos
proteoglicanos em grupos, dando énfase na descricdo do grupo denominado de
grande proteoglicano com tendéncia a agregacdo, como agrecan e versican.
Descrevem também o 4cido hialurdnico e ressaltam que este componente nao esta
ligado covalentemente a proteina sendo entdo considerado um grupo separado e

unico de proteoglicano. Descrevem também a participagdo do acido hialurénico na
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determinagdo da viscosidade tecidual. Concluem que estudos futuros sdo necessarios
na busca de proteinas com interesse terapéutico

Hirano et al. (1999) descrevem os componentes da macula flava
demonstrando serem os fibroblastos os responsaveis pela sintese das proteinas da
lamina propria.

Gray et al. (2000) descrevem a composi¢ao molecular da matriz extracelular
da lamina préopria das pregas vocais demonstrando a participagdo de proteinas
fibrosas na fisiologia tecidual envolvida no processo vibratorio durante a fonagao.

Hammond et al. (2000) relatam a importancia do colageno na biomecanica da
fonagdo analisando de forma quantitativa as alteracdes relacionadas ao sexo ¢ a idade
na distribuicao das fibras coldgenas. Os resultados mostram uma similaridade na
distribuicao do colageno na lamina propria da prega vocal com maior quantidade na
regido mais profunda seguida pela regido mais superficial e intermediaria; mostram
também um aumento na concentracao de colageno nos grupos crianga ¢ adulto sem
diferenga entre os grupos adulto e idoso. Ha diferenca entre os sexos no grupo adulto
e no grupo idoso com uma quantidade maior de colageno nos homens.

Paulsen et al. (2000) descrevem o colageno tipo I e colageno tipo III nas
maculas flavas e nas regides de insercao do ligamento vocal.

Sato et al. (2001) descrevem um tipo especial de fibroblasto, as células
estreladas, responsaveis pela produgdo de fibras elasticas, colagenas e
glicosaminoglicanas, estando presente na macula flava e ndo no espago de Reinke.

Sato et al. (2002) publicam um estudo sobre as alteragdes das fibras colagenas
relacionadas com o envelhecimento realizando, através de microscopia Optica e

microscopia eletronica, uma comparacdo entre laringes de um grupo de idosos ¢ de
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adultos jovens. Sao relatadas alteragdes tais como: aumento da quantidade de fibras
colagenas e diminuicdo da quantidade de fibras reticulares, principalmente em
laringes do sexo masculino; formagao de feixes de fibras coldgenas com densidade
maior; diminui¢do dos espagos entre as fibras colagenas e outras estruturas da matriz
extracelular.

Melo et al. (2003) identificam através do método da Picrosirius polarizagao
duas populagdes distintas de fibras colagenas sugerindo serem fibras coldgenas do
tipo I e do tipo III. Descrevem um arranjo peculiar na distribui¢do espacial destas
fibras sendo denominado como arranjo em “cesta de vime”. O suposto colageno tipo
I, com fibras mais grossas, apresenta predominio nas camadas superficial e profunda
sendo que na camada superficial apresenta-se com uma distribuicdo imediatamente
abaixo do epitélio enquanto na camada profunda apresenta-se numa organizacgao
mais densa e com ramificagdes para o musculo vocal. Na camada intermediéria sao
observadas fibras colagenas mais finas e de aspecto delicado, formando uma trama
mais aberta ¢ com uma densidade menor em relacdo as demais camadas. As fibras
desta regido intermediaria sao sugeridas como sendo fibras colagenas do tipo III.

Sato et al. (2003) descrevem um tipo celular especifico de fibroblastos
denominado células estreladas, que estdo presentes na macula flava das pregas
vocais ¢ estdo relacionadas com os processos metabolicos da matriz extracelular
da lamina propria.

Ximenes et al. (2003) estudando as altera¢des laringeas relacionadas com a
idade observam uma reducao progressiva da celularidade epitelial e da espessura da
lamina propria da prega vocal com o decorrer dos anos sugerindo implicagdes na

fisiologia vocal.
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Hahn et al. (2005) através de estudo imunoistoquimico, estudam a
concentracdo de glicosaminoglicanas e glicoproteinas na lamina préopria da prega
vocal de humanos, caes, porcos e furdes. A concentragdo de glicosaminoglicanas
sulfatadas na lamina prépria humana mostrou-se similar a derme. Comprovam uma
diferenca na distribui¢do entre as diferentes espécies. O versican esta presente na
matriz extracelular da lamina propria de todas as espécies com tendéncia a maior
expressdo na porgio superior da camada intermediaria em humanos. E sugerida uma
relagdo com a formacdo do edema de Reinke bem como uma participagdo na
formac¢do de edema pulmonar.

Hahn et al. (2006a) comparam a quantidade de elastina e 4cido hialurénico na
lamina prépria de pregas vocais humanas, caninas, de furdes e de porcos. Concluem
que a quantidade de elastina ¢ duas vezes maior na lamina prdopria que na derme
enquanto o acido hialurénico apresenta quantidade similar.

Hahn et al. (2006 b) mantém a seqiliéncia de investigacao das estruturas da
matriz extracelular das pregas vocais por meio de métodos imunoistoquimicos
descrevendo que a quantidade de coldgeno na lamina propria humana representa por
volta de 70% da quantidade encontrada na derme. A quantidade de colageno na
lamina propria dos caes € similar aos humanos porém, a distribui¢do que mais se
assemelha aos humanos ¢ a dos porcos.

Tateya et al. (2006) mostram num estudo descritivo que o padrio de
distribuicdo das fibras colagenas ¢ semelhante em todas as pregas vocais sem
diferenga entre os sexos. O colageno tipo III apresenta distribui¢do homogénea em
toda a prega vocal sem distingdo entre camadas, sugerindo que esta maior quantidade

de colageno ajudaria na manutencao da estrutura da lamina propria e permitindo que
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o tecido tenha elasticidade e flexibilidade adequadas para a sua funcdo. O colageno
tipo I apresentou maior expressao na camada superficial, principalmente abaixo da
membrana basal e na também na camada profunda.

Tateya et al. (2007) continuando os estudos dos componentes fibrosos da
matriz extracelular descrevem a ultraestrutura das fibras coldgenas, reticulares e
elasticas. A microscopia eletronica mostra que as fibras colagenas e reticulares sdo
compostas de fibrilas de colageno. Os resultados mostram que as particulas tipo III
sao abundantes nas fibrilas das fibras coldgenas enquanto particulas tipo I sdo
esparsas; as fibras reticulares sdo compostas por ambas as particulas tipo I e tipo III

mostrando que as fibras tipo I e III coexistem nas fibras coldgenas e reticulares.



3. METODOS
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3.1 ASPECTOETICO

O projeto de pesquisa foi aprovado sob o protocolo de niimero 279/04, pela
Comissdo de Etica para Anélise de Projetos de Pesquisa (CAPPesq) da Diretoria
Clinica do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao

Paulo (FMUSP).

3.2 GRUPO FETAL

3.2.1 CASUISTICA

As laringes humanas foram obtidas de fetos natimortos submetidos a
necropsia no Servico de Verificagdo de Obitos da Capital (SVOC). Foram incluidas
neste estudo sete laringes fetais, trés do sexo feminino e quatro do sexo masculino.
A média de idade foi de 31 semanas, variando de 28 a 36 semanas de idade
gestacional. Os fetos ndo apresentavam malformagdes nem anormalidades
macroscopicas na laringe. Foram incluidos somente casos submetidos a necropsia
dentro de 24 horas apds a morte.

Informacgdes relativas ao feto e a mae foram obtidas junto ao prontuério

do SVOC.
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3.2.2 ISOLAMENTO DA PREGA VOCAL

As laringes fetais excisadas foram dissecadas no Laboratdrio de Investigacao
Meédica da Disciplina de Otorrinolaringologia da FMUSP (LIM 32), com remogao
das partes moles adjacentes e isolamento do arcabouco laringeo. Realizou-se uma
incisdo longitudinal posterior entre as cartilagens aritendides para abertura da pega e
exérese em bloco da prega vocal, cartilagem aritendide e cartilagem tiredide da
hemilaringe direita. A prega vocal direita foi entdo dissecada e isolada entre a
comissura anterior € o processo vocal da cartilagem aritendide e enviada para

preparacao histologica apds identificagdo pelo nimero da necropsia do SVOC.

3.2.3 HISTOLOGIA

Foram realizados cortes coronais de Smm de espessura na regido média da por¢ao
membranosa da prega vocal direita. Os fragmento obtidos foram fixados em solugdo de
formalina tamponada a 10% por 24 horas. Apos a fixacdo, foram desidratados em
concentragdes alcodlicas progressivas e embebidos em parafina. Os blocos foram
submetidos a cortes histologicos de 4 um de espessura e corados pela Hematoxilina -

Eosina (HE) para identificacdo inicial das estruturas e camadas da prega vocal.

3.2.3.1 FIBRAS COLAGENAS

Para a visualizacdo das fibras coldgenas os cortes histologicos foram corados

através do método da Picrosirius polarizagdo. Neste método, os cortes histoldgicos
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sdo inicialmente “desparafinados”, hidratados e entdo corados por uma hora numa
solucao de 0,1 % de Sirius Red (Sirius Red F 3B 200, Mobay Chemical Co., Union,
NJ, EUA) dissolvido em 4cido picrico aquoso saturado. Os cortes sdo lavados por
cinco minutos em agua corrente € contra-corados com hematoxilina de Harris por
dois minutos. As laminas sdo observadas sob microscopia de luz normal e sob luz
polarizada sendo que as fibras colagenas sdo identificadas por coloragdo que varia

entre o verde e o vermelho (Junqueira et al., 1979).

3.23.2 PROTEOGLICANO VERSICAN

Para a andlise da expressao do proteoglicano versican as reagdes foram
realizadas usando-se anticorpo monoclonal anti-humano.

Cortes histologicos em laminas previamente preparadas com Silane foram
incubados em solu¢do de condroitinase ABC (Sigma-Aldrich®, Oakville, ON,
Canada) a 0,05 U/ml por uma hora a 37°C e entdo incubados com o anticorpo
primario (anticorpo monoclonal anti-humano IgGl, 270428-1, Seikagaku América,
Inc; Rockville, MD, EUA) com dilui¢do de 1:500 em 1% de BSA/PBS entre 4 ¢ 8°C
por uma noite. Como anticorpo secundario foi utilizado o LSAB+Ap (Dako®,
Carpinteria, CA, EUA) e Fast Red (Sigma-Aldrich®, Oakville, ON, Canada) como
cromogeno. As laminas foram contra-coradas com Hematoxilina de Mayer por 1
minuto. Incubagdo com PBS, associado ao BSA 1% ao invés do anticorpo primario,

foi utilizado como controle negativo.
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3.2.4 ANALISE MORFOMETRICA

Para andlise qualitativa e quantitativa das fibras colagenas e do proteoglicano
versican foi seguida uma distribuicdo espacial dentro da lamina prépria conforme
modelo proposto por Butler et al., (2001). Qualitativamente, foram avaliadas as
caracteristicas ultraestruturais das fibras coldgenas. A avaliacdo quantitativa foi feita
através de andlise digital de imagens utilizando um sistema composto por um
microscopio optico Leica® DMR (Leica M-System, Wetzlar, Hessen, Alemanha)
conectado a um computador pessoal (desktop) com processador Intel® Celeron® D
420 e monitor LCD LG®14 através de uma camera de video (Nikon® modelo NK

657) (Figura 2).

Figura 2. Analisador digital de imagens composto por microscopio Optico equipado com
camera de video acoplado a um monitor e a computador com programa de analise digital de

imagens.
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Para cada caso foram capturadas trés imagens seqilienciais por camada
(superficial, intermediaria e profunda) representando de forma padronizada a maior
extensao possivel das mesmas.

As imagens capturadas foram analisadas quanto a densidade de fibras
colagenas ou versican (area positiva / area total). A andlise das fibras colagenas e do
versican foram realizadas em laminas distintas preparadas especificamente para cada
componente a ser estudado. Utilizou-se o software Image Pro Plus® versao 4.1

(Media Cybernetics — Silver Spring, MD, USA) seguindo o seguinte procedimento:

e Padronizacdo de positividade — Fotomicrografias representativas dos
casos analisados (Figura 3) foram utilizadas para estabelecer um padrao
de cores definido como “positivo” por dois patologistas, identificando o

que seria reconhecido como fibras coldgenas e versican.

e Analise — Em cada foto foi delimitada uma area de interesse,
compreendendo a camada em avaliagdo (Figura 4), e aplicado o padrao de
cores previamente estabelecido obtendo-se a quantificagao da expressao
do marcador denominado “area positiva” (Figura 5). A seguir, a medida
total da area de interesse foi obtida (Figura 6) para expressao dos
resultados em densidade (4rea positiva / area total), tanto das fibras

colagenas quanto do versican.
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Figura 3. Interface do programa de analise digital de imagem mostrando a fotomicrografia

de toda a extensdo da prega vocal. (aumento de 50x).
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Figura 4. Interface do programa de analise digital de imagem mostrando fotomicrografia

com delimitacdo da area a ser estudada marcada em verde. (aumento de 400x).
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Figura 5. Interface do programa de analise digital de imagem mostrando fotomicrografia
com delimitagdo da area a ser estudada e aplicacdo do padrio de cores estabelecido (area

positiva) marcado em vermelho. (aumento de 400x).
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Figura 6. Interface do programa de analise digital de imagem mostrando fotomicrografia

com delimitacdo da area total a ser medida marcada em vermelho. (aumento de 400x).
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3.25 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos relacionados as fibras coldgenas e ao versican foram
expressos em medianas e intervalos minimo — maximo. Comparacao entre as areas
coradas dentro dos trés compartimentos foi realizada utilizando-se os testes
estatisticos ndo paramétricos de Friedman e Wilcoxon. Todos os testes foram feitos
utilizando-se o software SPSS® versao 15.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, EUA) e os
valores de p menores que 0,05 foram considerados significantes. Os resultados sdao

expressos em densidade de fibras colagenas e versican.

3.3 GRUPO ADULTO

3.3.1 CASUISTICA

Laringes humanas foram obtidas de cadaveres adultos submetidos a necropsia
no SVOC dentro de 24 horas apo6s a morte. Foram analisadas 20 laringes (10 homens
e 10 mulheres). A média de idade dos cadaveres foi de 67.8 (+£9.4), variando de 50 a
85 anos. A média de idade dos homens foi de 66 anos e das mulheres de 70 anos; as
idades foram pareadas (Figura 7). Foram excluidos do estudo cadaveres com historia
prévia de manipulagao cervical como intubagao nasal ou oral, traqueostomia, cirurgia
laringea ou irradiagdao da regido da cabeca e do pescoco. Somente laringes de nao-

fumantes declarados foram incluidas no estudo.
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Figura 7. Histograma mostrando a distribuicdo pareada (curvas similares) das idades nos

grupos masculino e feminino permitindo sua comparagao.

3.2.2 ISOLAMENTO DA PREGA VOCAL

As laringes foram dissecadas para retirada de partes moles adjacentes,
realizada abertura das mesmas pela regido posterior e visualizacdo das pregas vocais
que ndo mostraram lesdes estruturais macroscopicas. A prega vocal esquerda de cada
laringe foi dissecada e fixada em solucdo de formalina a 10% por 24 horas. Apos,
foram realizados cortes coronais de 5 mm de espessura na regido média da porg¢ao
membranosa da prega vocal esquerda (Figura 8). O material foi desidratado em

concentragdes alcodlicas progressivas e colocados em blocos de parafina. Os blocos
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foram submetidos a cortes histologicos de 4 um de espessura e corados pela

Hematoxilina-Eosina para analise inicial.

Figura 8. Representacdao grafica esquematica da regido interna da laringe apos incisdo
longitudinal entre as cartilagens aritendides (visdo posterior). Retangulo representando o

local do corte coronal da regido média da por¢do membranosa da prega vocal esquerda.

3.2.3 HISTOLOGIA

3.23.1 FIBRAS COLAGENAS

Para a andlise da expressdo do coldgeno tipo I e do colageno tipo III foram
realizadas reagdes imunoistoquimicas usando anticorpo monoclonal anti-humano

(C7510 12A, United States Biological, Swampscott, MA, USA) com dilui¢do de
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1:250 e anticorpo monoclonal anti-humano (CP19L, Calbiochem-Novabiochem, San

Diego, CA, USA) com diluigdo de 1:500, respectivamente.

3.23.2 PROTEOGLICANO VERSICAN

Para analisar a expressao do versican foi utilizado um anticorpo monoclonal
anti-humano (Seikagaku America, Inc; Rockville, MD, USA). Para esta reacdo
imunoistoquimica as laminas foram pré-tratadas com solu¢cdo de condroitinase na
concentracdo de 0.05 U/ml (Sigma-Aldrich, Oakville, ON, Canadd), por 1 hora a
37°C. Apbs, as laminas eram incubadas com anticorpo primario em 1% BSA/PBS
entre 4°C e 8°C durante a noite. Como anticorpo secundario, LSAB+Ap (Dako,
Carpinteria, CA, USA) e Fast Red (Sigma, Steinheim, NRW, Germany) foram
empregados como cromogenos. As laminas foram contra-coradas com Hematoxilina
de Mayer por 1 minuto. Incubagdo com PBS, associado ao BSA 1% ao invés do

anticorpo primario, foi utilizado como controle negativo.

3.2.4 ANALISE MORFOMETRICA

Para a andlise quantitativa da expressao de colageno tipo I, colageno tipo III e
versican, a lamina propria foi dividida em trés compartimentos (camadas), seguindo
o modelo proposto por Butler et al., (2001): superficial, intermedidria e profunda.
A avaliag¢do quantitativa foi feita através de analise digital de imagens utilizando um
sistema composto por um microscopio Optico Leica® DMR (Leica M-System,

Wetzlar, Hessen, Alemanha) conectado a um computador pessoal (desktop) com
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processador Intel® Celeron® D 420 e monitor LCD LG®14 por meio de uma
camera de video (Nikon® modelo NK 657).

Para cada compartimento da lamina propria foram analisadas trés areas nao
sobrejacentes em aumento de 400x, compreendendo nove areas analisadas para cada
lamina. As imagens capturadas foram analisadas quanto a densidade de coladgeno tipo
I, coladgeno tipo III e versican (&rea positiva / area total) utilizando-se o software
Image Pro Plus® versao 4.1 (Media Cybernetics — Silver Spring, MD, USA)

seguindo o mesmo procedimento realizado no grupo fetal (Figura 3, 4, 5 ¢ 6).

3.2.5 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como 4area positiva / area total (um” / pm?).
Os dados foram expressos como medianas e intervalos minimo — maximo.
As comparagdes das areas coradas dentro dos trés compartimentos foram realizadas
usando os testes ANOVA ou Kruskall-Wallis seguidos de post-hoc Tukey’s b ou
Bonferroni respectivamente (dependendo da distribui¢do dos dados). Os dados foram
transformados em logaritimos antes da andlise no software SPSS® versao 15.0
(SPSS Inc., Chicago, IL, EUA). Correlagao entre os elementos da matriz extracelular
foi realizada usando o teste de correlagdo de Spearman. Valores de p menores que

0.05 foram considerados significantes.
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41 GRUPO FETAL

As fibras coldgenas na lamina prépria da prega vocal humana fetal foram
identificadas através do método da Picrosirius polarizagcdo (Figura 9 e Figura 10).
O método imunoistoquimico para coloragdo do proteoglicano versican mostra-se
vidvel em laringes fetais estando presente em toda a extensdo da lamina propria.

(Figura 11).
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Figura 9. Corte histologico coronal da regido média da porgdo membranosa de prega vocal fetal

corada com Picrosirius e visualizada sob luz convencional. (aumento de 50x) - barra = 400 pm

Figura 10. Corte histologico coronal da regido média da por¢do membranosa de prega vocal fetal

corada com Picrosirius e visualizada sob luz polarizada. (aumento de 50x) - barra =400 um
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Figura 11. Corte histologico coronal da regido média da por¢do membranosa da prega vocal
fetal corada por técnica imunoistoquimica especifica para o proteoglicano versican
(coloracdo marron) mostrando sua distribui¢do nas camadas superficial (A), intermediaria (B)

e profunda (C) da lamina propria. (aumento de 200x) — barra = 100 pm
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Os valores das densidades médias de coldgeno e versican nas camadas

superficial, intermediaria e profunda da lamina propria das laringes fetais estudadas

sdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Densidade média das fibras colagenas e versican nas camadas da lamina propria

da prega vocal de laringes fetais. S: camada superficial; I: camada intermediaria; P: camada

profunda
Caso Fibras Colagenas Versican
Sexo Idade S | P S I P
gestacional
F 36 sem 0,6617 0,3966 0,3584 0,2068 0,1986 0,1336
F 29 sem 0,4608 0,2626 0,3809 0,1273 0,1138 0,0903
F 32 sem 0,2537 0,7094 0,6111 0,2477 0,1613 0,1768
M 30 sem 0,7691 0,7395 0,6198 0,2803 0,1435 0,1245
M 31 sem 0,6957 0,7371 0,8139 0,2303 0,2029 0,1572
M 36 sem 0,7034 09111 0,7499 0,0485 0,0884 0,0485
M 28 sem 0,6979 0,3722 0,6078 0,3144 0,1709 0,1617

A distribuigdo das fibras coldgenas apresenta-se de forma homogénea em

toda a espessura da lamina prépria ndo havendo diferenga estatistica (p=0,56) na sua

distribuicdo quando dividida

entre

camadas

denominada

superficial (S),

intermediaria (I) e profunda (P) (S=0,69 [0,25-0,77]; 1=0,73 [0,26-0,91]; P=0,61

[0,36-0,81]).
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O arranjo espacial das fibras colagenas na lamina propria da prega vocal
humana denominado em “cesta de vime” também ¢ observado na lamina propria da

prega vocal de laringes fetais (Figura 12).

Figura 12. Corte histologico coronal da regido média da porgdo membranosa da prega vocal
fetal corada com Picrosirius e visualizada sob luz polarizada mostrando um arranjo espacial

em “cesta de vime” das fibras colagenas. (aumento de 400x)
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A distribuicdo do proteoglicano versican apresenta uma diferenca
significativa entre as camadas da lamina prépria, com uma menor concentragao na
camada profunda em relacdo a camada superficial (P=0,13 [0,05-0,18]; S=0,23
[0,05-0,31], p=0,043) e em relagdo a camada intermediaria (I=0,16 [0,09-0,20],
p=0,018), nao havendo diferenca entre as camadas superficial e intermediaria entre si

em relacdo a densidade do versican (p=0,091) (Figura 13).
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Figura 13. Distribuicdo da densidade do proteoglicano versican nas camadas laminares da
lamina propria da prega vocal fetal. As linhas representam as medianas e as caixas, o

intervalo 25-75%.
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Resultados

Nota-se predominio do versican na regido subepitelial da camada superficial

da lamima propria sem significancia estatistica (Figura 14).

Figura 14. Corte histologico coronal da regido média da por¢do membranosa da prega vocal
fetal corada por técnica imunoistoquimica especifica para o proteoglicano versican
(coloragdo marron) mostrando seu predominio na regido subepitelial (seta) da camada
superficial da lamina prépria. (aumento de 200x). E= epitélio; S= camada superficial;

I= camada intermediaria; P= camada profunda
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A representacdo grafica tridimensional da arquitetura tecidual das fibras
colagenas distribuidas na lamina propria da prega vocal fetal ¢ ilustrada pela Figura

15 e Figura 16.

Figura 15. Representagdo grafica tridimensional da arquitetura tecidual das fibras coldgenas
distribuidas de forma uniforme na lamina propria (LP) da prega vocal fetal delimitada

superiormente pelo epitélio (E) e inferiormente pelo musculo vocal (VM).



Resultados 43

Figura 16. Representagdo grafica tridimensional da arquitetura tecidual das fibras colagenas
na lamina préopria da prega vocal fetal (ampliada em relagdo a Figura 15) mostrando o
entrelacamento das fibras em arranjo denominado em “cesta de vime”. As fibras de
coloragdo marrom sugerem as fibras de coldgeno tipo I e as fibras de coloracdo verde

sugerem fibras de coldgeno tipo III.
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4.2 GRUPO ADULTO

O colageno tipo I, o colageno tipo III e o versican coram-se como estruturas
fibrilares na lamina propria da prega vocal e entre as fibras do musculo vocal.

Nota-se uma menor densidade de coldgeno tipo I na camada intermediaria (I)
quando comparado a camada superficial (S) (p<0.001) e camada profunda (P)

(p=0.005) (Figura 17).

1
— I

Figura 17. Expressao do colageno tipo I num corte histologico coronal da regido média da
por¢do membranosa da lamina propria da prega vocal por método imunohistoquimico (A).
(aumento de 50x) Grafico de distribuicdo em camadas (linha horizontal dentro dos
retangulos representando a mediana); densidade menor de colageno tipo I na camada

intermediaria quando comparada a superficial e profunda (B).
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O coléageno tipo III apresenta distribui¢do mais homogénea nas camadas da
lamina prépria, com uma densidade estatisticamente menor na camada intermediaria
(I) quando comparada a camada profunda (P) (p=0.001), mas sem diferenca

estatistica na camada superficial (S) (Figura 18).

roeiEi

Figure 18. Expressdo do colageno tipo III num corte histologico coronal da por¢ao média da
regido membranosa da lamina propria da prega vocal por método imunoistoquimico (A).
(aumento de 50x) Grafico de distribuicdo em camadas (linha horizontal dentro dos
retangulos representando a mediana); densidade menor de coldgeno tipo III na camada

intermedidria quando comparada a profunda (B).
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O versican apresenta uma menor densidade de na camada superficial (S)
quando comparada a camada intermediaria (I) (p=0.036) e camada profunda (P)

(p=0.013) (Figura 19).

H i T i | LAt b

Famd [ Beduny
i

Figura 19. Expressdo do versican num corte histologico coronal da por¢do média da regido
membranosa da lamina propria da prega vocal por método imunoistoquimico (A). (aumento
de 50x) Grafico de distribuicdo em camadas (linha horizontal dentro dos retangulos
representando a mediana); densidade menor de versican na camada superficial quando

comparada a intermediaria e profunda (B).
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Quando todas as camadas sdao consideradas conjuntamente ha uma correlagao

positiva entre a densidade de versican e colageno tipo III (r = 0.57, p=0.010)

(Figura 20).

1.5+
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Figura 20. Gafico mostrando a correlacdo positiva entre a densidade de versican e densidade

de colageno tipo III (r = 0.57, p=0.010) na lamina propria da prega vocal em adultos.
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A andlise morfométrica categorizada por sexo revela que, a densidade de
colageno tipo I, colageno tipo III e versican difere significativamente entre as
camadas da lamina propria.

No sexo feminino hd menor densidade de colageno tipo I na camada
intermediaria (I) quando comparada a camada superficial (S) (p=0.02) e camada
profunda (P) (P=0.28 [0.10-0.51], p=0.02). No sexo masculino ndo foi observada

diferenca significativa entre as camadas (Figura 21).
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Figura 21. Distribui¢do do colageno tipo I na lamina propria da prega vocal. A linha
horizontal nos retangulos representa a mediana. Mulheres apresentam menor densidade na

camada intermediaria quando comparado a superficial e profunda.
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Nao ha diferenga na distribuicao do colageno tipo III no grupo feminino entre
as camadas. Por outro lado, ha uma maior densidade de coldgeno tipo III na camada
profunda (P) quando comparado a camada superficial (S) (p=0.037) e camada

intermediaria (I) (p=0.018) no grupo masculino (Figura 22).
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Figura 22. Distribui¢do do colageno tipo III na ldmina prépria da prega vocal. A linha
horizontal nos retdngulos representa a mediana. Nao ha diferenga na distribuicdo entre
camadas nas mulheres; os homens apresentam maior densidade de colageno tipo III na

camada profunda quando comparada a superficial e intermediaria.
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Hé4 menor densidade de versican em mulheres na camada superficial (S)
quando comparado a camada intermediaria (I) (p=0.031) e camada profunda (P)
(p=0.021). Nao ha diferenca estatistica na densidade de versican entre as camadas no

grupo masculino (Figura 23).
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Figura 23. Distribui¢do do versican na lamina propria da prega vocal. A linha horizontal nos
retangulos representa a mediana. As mulheres apresentam menor densidade na camada
superficial quando comparado a intermedidria e profunda. Nao ha diferencga na distribuicao

entre as camadas nos homens.
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Nao foi observada diferenca entre a densidade total de colageno tipo I e
colageno tipo III na lamina préopria da prega vocal de homens e mulheres. H4, no
entanto, uma maior densidade de versican na lamina propria de mulheres quando

comparado aos homens. Esta diferenca ¢ notada na camada superficial (S) (p=0.049)

(Figura 24).
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Figura 24. Distribui¢do do versican na lamina propria da prega vocal com maior densidade
na camada superficial de mulheres quando comparado aos homens (p=0.049). A linha

horizontal nos retangulos representa a mediana.
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Os valores das densidades médias de coldgeno e versican nas camadas
superficial, intermediaria e profunda da lamina propria das laringes fetais estudadas

sdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2. Densidade média de colageno tipo I, colageno tipo III e versican nas camadas da
lamina propria da prega vocal de laringes adultas. S: camada superficial; I: camada

intermedidria; P: camada profunda

Caso Coléageno tipo I Coléageno tipo 111 Versican

Sexo Idade S | P S | P S | P

o]

61 038 0.13 027 0.16 025 036 0.08 028 0.26
74 023 0.16 031 0.15 009 010 0.08 035 044
85 033 006 033 407 004 014 010 033 051
78 0.19 0.06 030 005 0.01 030 0.01 0.17  0.40
67 60.11  0.10 0.10 0.11 003 047 0.02 023 0.13
80 028 0.16 0.17 036 042 059 012 070 0.75
66 0.50 0.16 051 0.19 0.01 0.07 0.06 016 043
61 021 023 028 001 021 043 0.02 0.05 0.12
79 028 0.21 028 038 041 062 014 032 028
50 023 022 025 0.18 007 026 015 034 033
51 025 017 024 0.02 0.16 039 005 008 0.29
59 .70  0.13 0.14 0.07 006 0.19 027 039 040
73 022 018 021 0.17 029 039 026 060 043
71 0.16 027 029 0.19 003 0.19 0.14 004 0.14
69 028 023 027 0.08 004 0.09 014 015 0.07
73 022 018 021 017 029 039 026 060 043
70 0.17 027 038 0.18 004 021 004 0.16 0.10
57 0.18 025 035 0.08 006 0.19 0.01 0.03  0.08
66 0.38 0.11 0.13 0.10 0.13 024 053 032 035

- - - e T T e B e

67 034 0.10 0.12 0.10 0.16 021 043 029 040
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Nao hé correlacao entre a densidade do coldgeno tipo I, colageno tipo III e
versican na lamina propria e a idade dos pacientes, tanto nos homens quanto nas
mulheres.

A Figura 25 mostra uma representacdo grafica tridimensional da arquitetura
tecidual das fibras colagenas (tipo I e tipo III) entremeadas pelo proteoglicano

versican na lamina propria da prega vocal de adultos.

Figura 25. Representacao grafica tridimensional da arquitetura tecidual da fibra colagena
tipo I (coloragdo marrom), fibra colagena tipo III (coloracdo verde) e proteoglicano versican

(coloracdo amarelada) na lamina propria da prega vocal de adultos.



5. DISCUSSAO
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5.1 GRUPO FETAL

Neste grupo ¢ descrita a distribui¢do das fibras colagenas e do versican na
lamina propria de fetos entre 28 e 36 semanas de idade gestacional. Os dados
mostram que hd uma distribuicao uniforme das fibras colagenas em toda a espessura
da lamina propria enquanto a densidade do versican ¢ maior na camada superficial e
na camada intermedidria. Pesquisando na literatura, ndo encontramos nenhum estudo
que avaliasse a expressao do proteoglicano versican na lamina propria de pregas
vocais de fetos humanos, como realizado neste estudo.

Poucos estudos descrevem os aspectos histologicos das pregas vocais fetais.
Sabe-se que alteracdes progressivas na composi¢ao da lamina propria ocorrem durante
o desenvolvimento fetal. Na décima terceira semana de idade gestacional a lamina
propria consiste basicamente de células mesenquimais em suas trés camadas laminares
(Kurita et al., 1980; Subotic et al., 1984). A partir de 16 semanas comegam a aparecer
fibras finas com distribuigdo paralela a borda livre juntamente com as células
mesenquimais. Com 23 semanas as fibras colagenas apresentam-se distribuidas numa
camada tnica em toda a espessura da prega vocal (Subotic et al., 1984).

Estudos anteriores mostram que ao nascimento nota-se a presenca de fibras
colagenas na lamina propria e que estas se distribuem em camada tnica (Ishii et al.,
2000; Sato et al., 2005; Hartnick et al., 2005) semelhantes aos nossos achados,

embora em populagdo pds-nascimento.
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A distribui¢do das fibras coldgenas em fetos difere dos achados na populagao
adulta. Melo et al. (2003) descrevem o arranjo em “cesta de vime* na distribui¢ao do
colageno em adultos e sugerem que esta configuracdo possa ter importantes
implicagdes na producao vocal. Este estudo mostra a viabilidade da utilizagdo do
método da Picrosirius polarizacio na visualizagdo das fibras colagenas como descrito
por Junqueira et al. (1979).

Nao hé dados disponiveis mostrando se esta configuragdo do coladgeno ja esta
presente nos fetos ou se fara parte de um processo de maturagdo da matriz
extracelular originario do estimulo vibratério durante a fonacdo e que ocorrera
somente apos 0 nascimento.

Nosso estudo mostra a viabilidade do método da Picrosirius polarizagao na
visualizag¢ao das fibras coldgenas em fetos de 28 a 36 semanas de idade gestacional.
Estas fibras apresentam-se entrelacadas em uma delicada trama semelhante a uma
“cesta de vime” permitindo um deslizamento adequado como uma malha que se abre
(Melo et al.,, 2003). Ainda que outros importantes componentes da matriz
extracelular da prega vocal ndo tenham sido examinados, estes achados sugerem que
mesmo nao havendo uma demanda ao uso da estrutura vocal na vida intra-uterina,
este Orgao estaria preparado para a fonacao logo apos o nascimento.

Neste estudo também foi pesquisado um proteoglicano, que é considerado
um componente ativo da matriz extracelular ¢ desempenha importante fungdo na
fisiologia dos tecidos onde esta presente. O versican ¢ um proteoglicano
condroithan sulfato e sua presenga em pregas vocais de adultos foi previamente
descrito por Pawlak et al. (1996). Nenhum relato da presenca do versican na

lamina propria da prega vocal na populagao fetal foi realizado. Os proteoglicanos,
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incluindo-se o versican, foram estudados em tecidos pulmonares fetais embebidos
em parafina com maior expressao nas idades gestacionais mais avangadas
(Wright et al., 1999).

Os dados do nosso estudo mostram que o versican esta difusamente presente
na matriz extracelular da lamina propria com maior densidade nas camadas
superficial e intermediaria quando comparado a camada profunda. Também
observamos um refor¢o da expressao do versican na regido subepitelial. Interessante
¢ que uma distribuicao similar do versican na por¢do superior da derme foi descrita
por Sorrel et al. (1999) numa populacao de fetos em idade similar aos fetos deste
estudo. Na prega vocal de adultos também ¢ descrita uma expressao mais intensa na
porc¢ao superior da camada intermedidria da lamina prépria (Hahn et al., 2005).

O papel do versican na prega vocal fetal ainda ndo esta claro. O versican
possui a capacidade de unir-se ao acido hialur6nico formando estruturas com
importancia na viscosidade, osmose e resisténcia tecidual (Hardinghan et al., 1992;
lozzo, 1998). Além disso, estas estruturas interagem com a fibronectina, colageno
tipo I e redes de fibras elasticas. A maior densidade do versican nas camadas
superficial e intermediaria da ldmina propria pode ser importante em determinar a
deposicao e distribuicao do colageno na prega vocal em desenvolvimento, uma vez
que os proteoglicanos possuem importante papel na regulagdo da fibrilogénese do
colageno (Iozzo, 1998). A presenca de grande quantidade de versican nas camadas
superficial e intermediaria pode contribuir para a formagdo do arranjo em “cesta de
vime” durante o desenvolvimento das fibras coldgenas nesta regido, moldando a
deposicdo das fibras e impedindo desta forma a sua agregagdo. A maior deposi¢do do

versican nesta regido promove um aumento da distancia entre as fibras de coldgeno,
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conferindo um aspecto de trama bem aberta, tipica desta regido, que necessita de
maleabilidade para exercer sua fun¢ao fonatoria.

Mesmo nao havendo uma diferenga estatistica significante na densidade do
versican entre a camada superficial e a camada intermediaria nota-se um predominio
na distribui¢ao do versican na regido subepitelial da camada superficial o que pode
estar relacionado a um refor¢o na protegao desta regido devido ao maior impacto
desta area durante a vocalizacao.

Por outro lado, uma menor quantidade de versican na camada profunda da
lamina propria pode promover uma estrutura com arranjo mais denso de colageno,
adequado para a funcao fisiologica de transmissao de tensdo do musculo vocal para o
restante da lamina propria durante a modulagdo vocal. Além disso, o predominio de
versican nas camadas superficial e intermediaria pode ser importante para a absor¢ao
de impacto durante a vocalizagao.

Os resultados sugerem também que, apesar de ainda ndo haver uma demanda
pela utilizacdo da estrutura vocal, a mesma ja esta preparada para o inicio de uma
situacdo de uso intenso que se dara nos primeiros meses de vida com uma

vocalizacao através do choro.
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52 GRUPO ADULTO

Neste grupo ¢ analisada a distribui¢do do colageno tipo I, do coladgeno tipo III
e do versican na lamina propria da prega vocal de adultos de ambos os sexos.
As idades de homens e mulheres sdo pareadas. Os dados mostram que o colageno
tipo I, coldgeno tipo IIl e o versican apresentam diferencas significativas em sua
distribuicdo na lamina prépria estando relacionadas ao sexo.

A distribuicdo do coldgeno total em pregas vocais humanas (como detectada
com a coloragcdo de Sirius Red), ¢ descrita como sendo similar em todas as faixas
etarias, mas com variadas densidades de acordo com o sexo e a idade (Melo et al.,
2003). Em pregas vocais de adultos normais, a maioria do colageno esta presente na
porcao superficial imediatamente abaixo do epitélio tanto quanto nas por¢des mais
profundas adjacentes ao musculo vocal (Hammond et al., 2000; Melo et al., 2003).
Nota-se uma maior densidade em homens adultos e idosos (Hammond et al., 2000).
Nosso estudo confirma o padrao de distribui¢ao do colageno tipo I, com predominio
na camada superficial e camada profunda. Quando os grupos sdo separados por sexo
os dados mostram que as diferencas (entre as camadas) sao mais acentuadas dentro
do grupo feminino, mas nao ha diferenca entre os sexos.

A andlise do colageno tipo III também revela diferencas na distribuicao
dentro da lamina propria, com uma maior densidade na camada profunda quando
comparada a camada superficial e camada intermediaria. Os dados mostram que
essas diferengas sdo mais acentuadas dentro do grupo masculino, mas novamente nao
ha diferenga significativa quando se comparam os sexos. Sabendo-se que o colageno

tipo III tende a ser mais concentrado em regides dinamicas dos tecidos com
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propriedades elasticas, as diferengas na distribuicdo dos colagenos tipo I e tipo III
podem potencialmente, estarem relacionadas ao estresse sofrido nas diferentes
regioes desta lamina propria (Culav et al., 1999). Como sugerido por Tateya et al.
(2006), o colageno tipo I providencia a tensdo elastica necessaria ao redor da
membrana basal e do ligamento vocal para manter o corpo da prega vocal durante a
vibragao, enquanto a distribuicdo mais homogénea de coldgeno tipo III pode ser
importante para a manutencao da elasticidade tecidual.

Sendo o versican um proteoglicano de agregacdao grande, une-se ao acido
hialurénico (Iozzo, 1998) e frequentemente interage com o sistema de fibras elasticas
(Kielty et al., 2002). O complexo 4cido hialurdnico-versican ¢ altamente hidratado e
apresenta papel significativo na inibi¢do da interagdo célula-matriz, afetando o turgor
e dissipando o impacto e forgas de compressao na lamina propria da prega vocal
(Laurent et al., 1992). A presenca do versican na prega vocal foi previamente
descrita (Pawlak et al., 1996; Hahn et al., 2005; Skandalis et al., 2006), mas sem
nenhum estudo avaliando sua distribui¢do dentro das camadas da lamina propria.
Nossos dados mostram que a densidade de versican € maior na camada intermediaria
e na camada profunda, sendo esta diferenga mais acentuada nas mulheres. Uma
densidade maior de versican ¢ notada na camada superficial dos homens. Estes
achados estdo em desacordo com Hahn et al. (2005), que ndo acharam diferengas na
distribuicdo do versican entre homens e mulheres. Entretanto, estes autores
examinaram uma populacao menor (5 pacientes) que a deste estudo e utilizou uma
analise semi-quantitativa para avaliacao dos dados.

Os dados prévios e atuais mostram que a distribuicdo de versican dentro da
lamina prépria humana varia de acordo coma idade. No grupo fetal que compde este

estudo percebemos que a densidade de versican ¢ maior na camada superficial
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(Biihler et al., 2008). Por outro lado, a densidade de versican foi menor na camada
superficial em adultos quando comparado com as outras camadas. A razado para estas
diferencas ndo esta clara. E sabido que na presenca de alguns proteoglicanos a
sintese de colageno resulta em fibrilas mais finas. Esta teoria poderia explicar a alta
densidade de colageno tipo I (fibrila densa) e a menor densidade de versican na
camada superficial em adultos. Além disso, estd em acordo com os dados deste
estudo onde demonstramos uma correlag@o positiva entre o colageno tipo III (fibrilas
finas) e a densidade de versican.

A compreensao das diferencas relacionadas ao sexo na distribuicdo dos
componentes da matriz extracelular da ldmina propria da prega vocal pode auxiliar
no entendimento da grande vulnerabilidade da mulher nos processos cicatriciais da
lamina propria e também em algumas lesdes benignas (Hahn et al., 2006). Embora
nos homens adultos possa haver uma concentragdo total maior de colagenos na
lamina propria, os dados deste estudo e os dados obtidos por Hahn et al. (2006),
mostram que a distribuicdo do colageno tipo I e tipo III sdo similares entre os sexos.
Por outro lado, a densidade de versican foi maior na camada superficial dos homens.
Este dado poderia explicar a grande predisposi¢do nas mulheres ou, a ndo disposi¢ao
dos homens, para a ocorréncia de lesdes benignas laringeas como o nodulo vocal.
O versican pode apresentar uma importante fungdo na absor¢do do impacto entre as
pregas vocais durante a fonacdo. Com uma menor densidade de versican na camada
superficial é provavel que a prega vocal esteja mais propensa a traumas mecanicos.

Uma correlagdo entre idade e expressdo de colageno foi estudada por
Hammond et al. (2000), com maior expressdao do colageno em individuos idosos.
Em nosso estudo ndo pudemos achar esta correlagdo pelo fato do grupo ser composto

por populag@o adulta com um intervalo limitado de idades.
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5.3 CONSIDERACAOES FINAIS

O wuniverso da pesquisa na investigagdo dos componentes da matriz
extracelular da prega vocal humana ¢ extremamente amplo despertando o interesse e
a curiosidade dos envolvidos. Os resultados do grupo fetal mostram uma estrutura
laringea preparada para a vocalizacdio ao nascimento com uma distribuicdo
compativel dos componentes da matriz extracelular. No grupo adulto percebemos
uma mudanca desta distribuicao entre as camadas podendo estar relacionada ao sexo
como no caso do versican. Tais mudangas podem ocorrer por influéncia de fatores
pessoais, relacionados ou ndo ao sexo, ¢ a fatores externos dos mais diversos.
O estudo desenvolvido representa apenas uma parcela dos questionamentos
existentes para a compreensao destas mudangas. Um proximo passo seria a avaliagao
da expressao dos coldgenos através de imunoistoquimica na populagdo fetal
permitindo apds, uma comparacao com o grupo adulto e também, estudos futuros
com grupos de intervalos etdrios mais amplos e submetidos a fatores externos

especificos poderiam auxiliar na busca de novas respostas.



6. CONCLUSOES
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6.1

GRUPO FETAL

As fibras colagenas estdo presentes na lamina propria da prega vocal e
apresentam distribui¢do uniforme formando uma camada monolaminar em toda
a sua espessura. A distribuicdo espacial das fibras colagenas dé-se num arranjo

denominado em “cesta de vime”.

O método imunoistoquimico mostra-se viavel na identificagdo do proteoglicano
versican na lamina prépria da prega vocal fetal com densidade maior nas
camadas superficial e intermediaria da lamina propria quando comparado a

camada profunda.
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6.2

GRUPO ADULTO

O colageno tipo I apresenta menor densidade na camada intermediaria quando
comparado a camada superficial e profunda da lamina propria. O colageno tipo
IIT apresenta densidade menor na camada intermediaria quando comparada a
camada profunda, sem diferenga estatistica na camada superficial. O versican
apresenta densidade menor na camada superficial quando comparado a camada
intermediéria e camada profunda. H4 correlagdo positiva entre a densidade de

versican e coldgeno tipo III na 1amina propria da prega vocal.
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